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" Adoro Reticências •••
Aqueles três pontos intermitentes 
Que insistem em dizer que nada está fechado,
Que nada acabou,
Que algo sempre está por vir!
A vida se faz assim!
Nada pronto, nada definido.
Tudo sempre em construção.
Tudo ainda por se dizer...
Nascendo •••
Brotando ...
Sublimando ...
Vivo assim ...
Numa eterna reticência...
Para que colocar ponto final?
O que seria de nós sem a expectativa de continuação?”
(Nilson Furtado)
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ANEXO 104
RESUMO
Durante a gestação, o organismo materno é submetido à uma série de alterações 
imunológicas, necessárias para a manutenção do feto. Esta tolerância fetal é dependente 
das relações celulares que ocorrem na interface materno-fetal. Dessa forma, células 
trofoblásticas interagem com as células imunes, dentre elas os monócitos, e isto é 
determinante para o sucesso gestacional. Entretanto, como consequência deste processo 
de imunomodulação, o organismo materno se torna mais susceptível às infecções 
causadas por patógenos, como Toxoplasma gondii, e estes microrganismos interferem 
diretamente nas relações que se estabelecem entre essas células, podendo causar 
complicações gestacionais. Os mecanismos de morte celular que acometem as 
populações celulares presentes na interface materno-fetal são um dos fatores envolvidos 
na manutenção da gestação e, por isso, este estudo teve como objetivo avaliar a 
influência de células trofoblásticas (linhagem BeWo) e infecção por T. gondii na 
modulação dos mecanismos de morte celular em monócitos (linhagem THP-1). Para 
isso, células THP-1 foram estimuladas ou não com sobrenadante de células BeWo 
(infectadas ou não-infectadas com T. gondii) e posteriormente foram infectadas ou não 
com T. gondii. Foram analisados em células THP-1: os índices de morte celular e 
apoptose, a expressão de receptor de morte (Fas/CD95) e de proteínas intracelulares 
associadas à morte nestas células (survivina, ERK1/2 fosforilada, p38, JNK, caspase 3 
ativa), secreção de Fas ligante (FasL) e a influência de alguns fatores solúveis 
secretados por células BeWo que têm a capacidade de interferir nestes mecanismos de 
morte celular em células THP-1. Os resultados demonstraram que ambos os 
sobrenadantes de células BeWo aumentaram o índice de morte celular em células THP- 
1 não-infectadas, mas apenas o sobrenadante de células BeWo infectadas alterou este 
índice de morte em células THP-1 infectadas, reduzindo-o. Além disso, células THP-1,
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quando infectadas, apresentaram índice de morte celular maior do que células THP-1 
não-infectadas. Ambos os sobrenadantes de células BeWo induziram aumento na 
expressão de fosfatidilserina em células THP-1 não-infectadas e células THP-1, quando 
infectadas, expressaram menos fosfatidilserina do que células THP-1 não-infectadas. 
Fator de inimigração de macrófago (MIF) e fator transformador de crescimento (TGF)- 
P1, secretados por células BeWo, atuaram na indução de morte celular em células THP- 
1 não-infectadas, enquanto que, apenas TGF-P1 interferiu na morte de células THP-1 
infectadas, inibindo-a. Além disso, estes dois fatores solúveis mostraram-se capazes de 
diminuir a expressão de fosfatidilserina em células THP-1 não-infectadas, mas apenas 
TGF-pi alterou esta expressão em células THP-1 infectadas. Células THP-1 infectadas 
expressaram mais Fas/CD95 do que células THP-1 não-infectadas. Em células THP-1 
não-infectadas, a expressão de Fas/CD95 foi maior quando estas células foram 
estimuladas com os diferentes sobrenadantes de células BeWo e em células THP-1 
infectadas este fenômeno só se repetiu quando elas foram estimuladas com o 
sobrenadante de células BeWo infectadas. A secreção de FasL foi maior em células 
THP-1 infectadas, mas em células BeWo, a infecção não alterou a secreção deste 
ligante. As proteínas intracelulares, ERK1/2 fosforilada e caspase 3 ativa, foram menos 
expressas em células THP-1 infectadas e ambos os sobrenadantes de células BeWo 
induziram a diminuição da expressão de caspase 3 ativa em células THP-1, infectadas e 
não-infectadas. Assim, nossos resultados mostraram que células trofoblásticas BeWo 
modulam os mecanismos de morte celular em células THP-1 e estas alterações podem 
estar associadas à manutenção e sucesso da gestação. Além disso, a infecção por T. 
gondii também altera estas interações celulares que ocorrem na interface materno-fetal.
Palavras chaves: células trofoblásticas, monócitos, mecanismos de morte celular, 
apoptose, Toxoplasma gondii.
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ABSTRACT
During pregnancy, maternal organism is submitted to immunological alterations, which 
are necessary to fetus maintenance. This fetal tolerance depends on the cell interactions 
that occur at maternal-fetal interface. Therefore, trophoblast cells interact with immune 
cells, as monocytes, and it is determinant for gestational success. However, in 
consequence of this immunomodulation process, the maternal organism becomes more 
susceptible to infections by pathogens, such as Toxoplasma gondii, which interfere 
directly in the crosstalk between trophoblast cells and monocytes, causing pregnancy 
complications. Mechanisms of cell death that occurs in cell populations present at 
maternal-fetal interface are involved in the gestational development and, in this way, 
this study aimed to evaluate the influence o trophoblast cell (BeWo line) and T. gondii 
infection in the modulation of death mechanisms in monocytes (THP-1 line). For this, 
THP-1 cells were stimulated or not with supernatants of BeWo cells (infected or 
uninfected with T. gondii) and then infected with T. gondii. In THP-1 cells were 
analyzed: the index of cell death and apoptosis, the expression of death receptor 
(Fas/CD95) and intracellular proteins associated to death in these cells (survivin, 
phosphorylated ERK1/2, p38, JNK, active caspase 3), human Fas ligand (FasL) 
secretion and the influence of soluble factors secreted with BeWo cells, which have the 
capacity to interfere in these mechanisms of THP-1 cell death. The results showed that 
supernatants of BeWo cells induced the increase of the index of cell death in uninfected 
THP-1 cells, but only supernatant of infected BeWo cells altered this index in infected 
THP-1 cells, reducing it. Moreover, infected THP-1 cells presented cell death index 
higher than uninfected THP-1 cells. Both supernatants of BeWo cells induced increased 
in the expression of phosphatidylserine in uninfected THP-1 cells and infected THP-1 
cells expressed less phosphatidylserine than uninfected THP-1 cells. Macrophage
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migration inhibitory factor (MIF) and transforming growth factor beta 1 (TGF-pi), both 
secreted by BeWo cells, actuated in the induction of cell death in uninfected THP-1 
cells, but only TGF-pi, interfered in the cell death of infected THP-1 cells, inhibiting it. 
Furthermore, both of these soluble factors were able to decrease the expression of 
phosphatidylserine in uninfected THP-1 cells, but only TGF-pi altered this expression 
in infected THP-1 cells. The expression of Fas/CD95 was higher in infected THP-1 
cells than uninfected THP-1 cells. In uninfected THP-1 cells, Fas/CD95 expression was 
higher when these cells were stimulated with supernatants of BeWo cells and in infected 
THP-1 cells, this phenomenon was repeated in those that were stimulated with 
supernatant of infected BeWo cells. The secretion of FasL was higher in infected THP-1 
cells, but in BeWo cells, the infection did not altered the secretion of this ligand. Both 
intracellular proteins analyzed, phophorylated ERK1/2 and active caspase 3 were less 
expressed in infected THP-1 cells and both supernatants of BeWo cells, induced 
decreased of active caspase 3 expression in uninfected and infected THP-1 cells. These 
results showed that BeWo trophoblast cells modulate mechanisms of cell death in THP- 
1 cells and these alterations can be associated with the maintenance and success of 
pregnancy. Furthermore, T. gondii infection also interferes in these cell interactions 
which occur in the maternal-fetal interface.
Keywords: trophoblast cells, monocytes, mecanismos de morte cellular, apoptose, 
Toxoplasma gondii
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1. INTRODUÇÃO
1.1. Toxoplasma gondii
Toxoplasma gondii é um protozoário, parasito intracelular obrigatório, capaz de infectar 
um amplo espectro de hospedeiros, que incluem todos os animais homeotérmicos, tendo sido 
isolado em mamíferos e aves em todos os continentes (NEVES, 2002; HUNTER; SIBLEY, 
2012; FOUROTAN-RAD et al., 2016). Trata-se de um protozoário cosmopolita de alta 
prevalência e estima-se que cerca de um terço da população humana global esteja infectada 
com T. gondii (HIDE, 2016).
O parasito foi primeiramente identificado em dois países diferentes, no ano de 1908. Por 
Nicolle e Manceaux na Tunísia (África), em um roedor, Ctenodactylus gundi e, em São Paulo 
(Brasil), por Splendore em coelhos, sendo o gênero e a espécie introduzidos em 1909 por 
Nicole e Manceaux (REY, 2001; KAWAZOE, 2005). Pertence ao Filo Apicomplexa, o qual 
compreende mais de 5000 espécies, incluindo patógenos de importância clínica e econômica 
(JIMENEZ-RUIZ et al., 2016).
Morfologicamente T. gondii possui estrutura arqueada, núcleo situado no meio do corpo 
ou mais próximo da extremidade posterior, membrana externa simples e membrana interna 
dupla e todas as organelas de células eucariontes, dentre outras que são particularidades do 
parasito (REY, 2001). Na região anterior do parasito localiza-se o complexo apical 
constituído por organelas características de indivíduos pertencentes ao filo Apicomplexa, 
como: conóide, anel polar, microtúbulos subpeliculares e as roptrias, micronemas e grânulos 
densos que secretam proteínas essenciais no processo de reconhecimento, adesão e invasão da 
célula hospedeira, tornando-se essenciais no sucesso do parasitismo (BLADER; SAEIJ, 2009; 
PENG et al, 2011; JIMENEZ-RUIZ et al., 2016, BASTOS et al, 2016).
As micronemas são responsáveis pela secreção de moléculas adesivas, denominadas 
proteínas micronemais transmembranas (TM-MICs), que agem no reconhecimento e na
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adesão inicial do parasito aos receptores da superfície da célula hospedeira. Pelo menos 20 
tipos de proteínas secretadas pelas micronemas já foram descritos (ZHOU et al., 2005; 
BLADER; SAEIJ, 2009) e dentre eles, MIC1, MIC2, MIC4, MIC6 e MIC8 são essenciais nos 
processos de adesão parasitária (LIU et al., 2010; SHEINER et al., 2010). Estudos 
demonstraram que MIC2 é capaz de ligar-se às moléculas de adesão presentes na superfície 
da célula hospedeira, propiciando a migração de T. gondii para tecidos, inclusive os 
imunologicamente privilegiados, como o cérebro, a retina e a placenta, promovendo a 
disseminação mais rápida do parasito no organismo hospedeiro (BARRAGAN et al., 2005). 
Já MIC3, um tipo de micronema expressa durante todos os estágios do ciclo de vida de T. 
gondii, além de participar dos processos de reconhecimento e adesão da célula hospedeira, 
está relacionada com a virulência do parasito, uma vez que, parasitos geneticamente 
modificados para o gene de MIC3, apresentaram virulência reduzida (WANG; YING, 2015).
Após o reconhecimento da célula hospedeira pelo parasito e adesão à mesma, ocorre a 
secreção de proteínas derivadas das roptrias, as quais atuam aumentando a fluidez da 
membrana plasmática da célula hospedeira, facilitando a internalização do parasito (KIM; 
WEISS, 2004; BOOTHROYD; DUBREMETZ, 2008; GUBBELS; DURAISINGH, 2012). 
Além disso, as proteínas secretadas pelas roptrias também relacionam-se com a virulência do 
parasito e sua capacidade patogênica (SHWAB et al., 2016). Assim, ROP18, ROP5, ROP16 e 
ROP17, comprovadamente, estão envolvidas na interação parasito-hospedeiro e na patogênese 
em camundongos. Dessa forma, estudos mostram que ROP18 e ROP5 são proteínas 
fundamentais de virulência em murinos e que ROP18 é secretada por isolados de T. gondii de 
alta patogenicidade, além de estar associada à inibição da via intrínseca da apoptose em 
estudos in vitro (SAEIJ et al., 2006; TAYLOR et al., 2006; BRADLEY; SIBLEY, 2007; 
BEHNKE et al, 2011; REESE et a l, 2011; DUBEY et al, 2014; WU et al, 2016). ROP16 é 
importante na modulação da resposta immune do hospedeiro à invasão do parasito em
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camundongos (YAMAMOTO et al., 2009; ONG et al., 2010) e, mais recentemente, ROP17 
foi descrita com capacidade de interagir com ROP5 e evitar a eliminação do parasito pelas 
células hospedeiras (ETHERIDGE et al., 2014).
Os grânulos densos estão associados à manutenção e crescimento do parasito dentro do 
vacúolo parasitóforo, o qual é formado pela própria membrana plasmática da célula 
hospedeira após o processo de invasão (NEVES, 2003; LALIBERTÉ; CARRUTHERS, 2008; 
PLATTNER; SOLDATI-FAVRE, 2008). São responsáveis por garantir uma fonte de nutrição 
ao parasito, sendo que, estudos demonstraram que T. gondii usa GRA-7 para redirecionar o 
transporte de nutrientes da célula hospedeira em direção ao lúmen do vacúolo parasitóforo 
(COPPENS et al., 2006). Além disso, os grânulos densos impedem a ligação de lisossomos ao 
vacúolo, auxiliando na evasão do parasito à resposta imune do hospedeiro (CARRUTHERS; 
BOOTHROYD, 2007).
De acordo com as características genéticas que possuem, isolados de T. gondii foram 
divididos em diferentes grupos, denominados cepas, as quais podem ser de dois tipos: clonais 
ou recombinantes (SIBLEY; BOOTHROYD, 1992; HOWE; SIBLEY, 1995; AJZENBERG et 
al., 2004). As cepas clonais podem ser de três linhagens (tipo I, II e III) e, apesar de serem 
muito semelhantes geneticamente, podem ser discriminadas em camundongos de acordo com 
sua virulência (DARDÉ, 2008; SHWAB et al., 2014). A ativação das vias de sinalização 
dentro da célula também variam dependendo da cepa do parasito (BLADER; SAEIJ, 2009). 
Dessa forma, de acordo com seu desenvolvimento e manutenção no hospedeiro, as cepas 
podem ser de alta, moderada ou baixa virulência (MORDUE et al., 2001; SIBLEY; AJIOKA, 
2008).
Cepas clonais tipo I (RH, CAST e VEL) são consideradas muito virulentas, pois a 
multiplicação intracelular de taquizoítas é rápida, enquanto a formação de cistos, quando 
ocorre, é lenta. Além disso, em camundongos, cepas tipo I induzem uma super produção de
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citocinas inflamatórias que levam a sérios danos teciduais, podendo comprometer a 
sobrevivência do hospedeiro (MORDUE et al., 2001; GAVRILESCU; DENKERS, 2001; 
REY, 2001; NGUYEN et a l, 2003; AJZENBERG, 2010). Ainda, experimentos in vitro e in 
vivo demonstram que parasitos da cepa tipo I apresentam melhor capacidade migratória 
através das barreiras celulares, contribuindo para sua virulência. (BARRAGAN; SIBLEY, 
2002). Ao contrário, cepas tipo II (ME49) e III (VEG) são menos virulentas, apresentando 
moderada ou baixa virulência em camundongos, respectivamente (SAEIJ et al., 2007) . São 
caracterizadas pela multiplicação mais lenta de taquizoítas e formação mais rápida de cistos 
teciduais, tendendo à cronificação (REY, 2001; BLADER; SAEIJ, 2009).
Em humanos, as três linhagens causam doenças e a virulência das cepas é um dos 
fatores que determina o caráter patogênico das mesmas (SUZUKI et al., 1989). Cepas tipo I 
geralmente estão mais associadas com as infecções oculares adquiridas após o nascimento, 
enquanto que cepas tipo II estão mais associadas com infecções congênitas, encefalites 
toxoplásmicas e em infecções que acometem pacientes imunocomprometidos 
(BOOTHROYD; GRIGG, 2002; MONTOYA; LIENSENFELD, 2004; BLADER; SAEIJ, 
2009).
As cepas recombinantes são aquelas cujos genótipos diferem dos identificados nas 
cepas clonais, ou então, são constituídas por uma mistura genética entre os genótipos já 
descritos (BOOTHROYD, GRIGG, 2002; VILLENA et al., 2004; LOPES et a l, 2016). São 
comumente encontradas em locais com ampla variedade de hospedeiros para T. gondii, como 
Brasil e países africanos, e estão mais associadas às formas clínicas graves de toxoplasmose 
ocular (AJZENBERG et al, 2002; BOOTHROYD, GRIGG, 2002).
1.2. Formas infectantes e ciclo de vida
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Toxoplasma gondii pode ser encontrado em três diferentes formas infectantes: 
taquizoítas, bradizoítas e esporozoítas (MONTOYA; LIESENFELD, 2004).
Os taquizoítas (tachis = rápido) possuem formato crescente ou oval e representam o 
estágio de multiplicação rápida do parasito. São encontrados dentro do vacúolo parasitóforo 
de diversas células, como células do sistema mononuclear fagocitário, células hepáticas, 
musculares, nervosas e também livres nos líquidos orgânicos e excreções, após lise celular 
(NEVES, 2003; TENTER, 2009). Após repetidas replicações, por meio de um processo 
denominado endodiogenia, células infectadas pelos taquizoítas se rompem e a forma 
infectante fica livre para invadir, rapidamente, células vizinhas (NEVES, 2003; MONTOYA; 
LIENSENFELD, 2004; SKARIAH et al, 2010). Devido a esta capacidade de multiplicação e 
disseminação rápida, os taquizoítas representam as formas encontradas durante a fase aguda 
da infecção e são responsáveis pelas manifestações clínicas da toxoplasmose, sendo também 
denominadas formas proliferativas (NEVES, 2003; MONTOYA; LIENSENFELD, 2004; 
DUBEY, 2008; HUNTER; SIBLEY, 2012; IHARA; NISHIKAWA, 2014; WHITE et al., 
2014).
Mecanismos imunológicos do hospedeiro são responsáveis pela diminuição da 
quantidade de parasitos circulantes, bem como pela diferenciação de taquizoítas em 
bradizoítas no interior de cistos teciduais (IHARA; NISHIKAWA, 2014; WHITE et al., 
2014). Os bradizoítas (brady = lento) são morfologicamente semelhantes aos taquizoítas, 
porém, se multiplicam mais lentamente e expressam algumas moléculas estágio-específicas 
(NEVES, 2003; MONTOYA; LIESENFELD, 2004; DUBEY et al., 2012). Estão presentes, 
principalmente, em tecidos nervosos e musculares esqueléticos e cardíacos e possuem maior 
resistência à ação da tripsina e da pepsina, podendo permanecer viáveis nos tecidos por vários 
anos, caracterizando a fase crônica da infecção (NEVES, 2003; ELMORE et al., 2010; 
IHARA; NISHIKAWA, 2014; WHITE et al., 2014). No entanto, quando o sistema
19
imunológico do hospedeiro encontra-se debilitado, a infecção pode passar por um processo de 
reagudização e os bradizoítas voltam à forma taquizoíta de multiplicação e disseminação 
rápida. (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; SKARIAH et a l, 2010; HARKER et al., 2015). 
A alternância entre os estágios de taquizoítas e bradizoítas é um fator importante para que o 
parasito consiga completar seu ciclo de vida e permaneça vivo nas células dos hospedeiros 
intermediários (LUN et al., 2015).
A terceira forma infectante refere-se aos esporozoítas, os quais são encontrados em 
oocistos presentes nas fezes dos felídeos. Estes oocistos possuem parede dupla resistente ao 
meio e são liberados pelos felídeos entre 7 -  21 dias, após terem sido ingeridos. Ao serem 
liberados, ainda são imaturos, porém, sob condições favoráveis do meio ambiente, passam por 
um processo de esporulação que resulta em um oocisto contendo em seu interior dois 
esporocistos com quatro esporozoítos cada, tornando-se, pois, infectantes (DUBEY, 2004; 
MONTOYA; LIESENFELD, 2004; HUNTER; SIBLEY, 2012; ROBERT-GANGNEUX; 
DARDE, 2012; WHITE et al, 2014).
Toxoplasma gondii possui ciclo de vida complexo e heteroxeno, necessitando de mais 
de um hospedeiro para que ele se complete (DUBEY, 2004). Felídeos dos gêneros Felix e 
Lynx são os hospedeiros definitivos do parasito, onde ocorre a fase sexuada do ciclo, com 
consequente formação dos oocistos, seguida de sua liberação no ambiente. Já outros 
mamíferos, incluindo o ser humano e as aves, são os hospedeiros intermediários de T. gondii e 
é neles que ocorre a fase assexuada do ciclo (DUBEY, 1998; NEVES, 2003; LUN et al., 
2015).
Os felídeos se infectam ao ingerir alguma das formas infectantes (taquizoítas, cistos 
contendo bradizoítas ou oocistos contendo esporozoítas). No epitélio intestinal desses 
animais, sob ação enzimática, quando necessária, todas as formas infectantes se modificam, 
convertendo-se em taquizoítas, os quais iniciam um processo de multiplicação rápida por
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endodiogenia e merogonia, originando os merozoítos (DUBEY, 2004; NEVES, 2003; 
HUNTER; SIBLEY, 2012; WHITE et al., 2014). Estes por sua vez, são liberados após o 
rompimento das células parasitadas e penetram em novas células epiteliais, transformando-se 
nas formas sexuadas masculinas ou femininas, que após maturação formarão os gametas 
masculinos, ou microgametas (biflagelados e móveis) e os gametas femininos, ou 
macrogamentas (imóveis). Os microgametas saem da célula onde estão e locomovem-se até a 
célula onde se encontram os macrogametas, fecundando-os e dando origem ao ovo ou zigoto, 
que será envolto por uma parede externa dupla, resultando no oocisto (DUBEY, 2004; 
MONTOYA; LIESENFELD, 2004; HUNTER; SIBLEY, 2012; ROBERT-GANGNEUX; 
DARDE, 2012; WHITE et al, 2014).
Os hospedeiros intermediários podem adquirir a infecção por diferentes vias: ingestão 
de carne crua ou mal cozida contendo cistos teciduais com bradizoítas no seu interior; 
ingestão de água, frutas e verduras contaminadas por oocistos; contato com taquizoítas a 
partir de líquidos orgânicos, como leite, saliva e esperma; infecção congênita; transfusão 
sanguínea; transplante de órgãos e, até mesmo, por acidentes laboratoriais (MONTOYA; 
LIESENFELD; 2004; BLADER; SAEIJ, 2009; SILVA; LANGONI, 2009; DUBEY et al., 
2012; ESCH; PETERSEN, 2013; CHAUDHRY et al., 2014). Qualquer uma destas formas, 
após passar pelas barreiras epiteliais do hospedeiro, se transforma em taquizoítas e inicia um 
processo de intensa multiplicação, que culminará no rompimento destas células, invasão de 
outros tipos celulares e consequente disseminação do parasito (PENG et al., 2011; WHITE et 
al., 2014).
1.3. Toxoplasmose
A infecção por T. gondii causa a toxoplamose, uma das protozoonoses mais bem 
estabelecidas mundialmente (PENG et al., 2011; CHAUDHRY et al., 2014). No Brasil,
21
estima-se que a toxoplasmose acomete cerca de 50 a 80% da população, mas esta prevalência 
varia de acordo com as condições ambientais, região geográfica, os hábitos culturais, 
alimentares e de higiene de cada local (RORMAN et al., 2006; GALISTEU et al., 2007; 
DUBEY et al, 2012; SEPULVEDA-ARIAS et al., 2014).
Em humanos imunocompetentes, a toxoplamose geralmente ocorre como uma infecção 
latente e, dessa forma, cursa de forma assintomática ou subclínica (RORMAN et al., 2006; 
BLADER; SAEIJ, 2009; LANG et al., 2007; CHAUDHRY et al., 2014). Isto ocorre porque a 
resposta imune do hospedeiro é capaz de conter a rápida multiplicação dos parasitos, 
conduzindo a fase aguda da doença para um estágio de cronicidade (SEPULVEDA-ARIAS et 
al., 2014). Entretanto, a infecção pode ser potencialmente grave em pacientes 
imunocompromentidos, nos quais pode ocorrer a reagudização da infecção, com rápida 
multiplicação e disseminação do parasito, e quando o parasito é adquirido de forma congênita 
(RORMAN et al, 2006; BLADER; SAEIJ, 2009; MACHALA et al, 2015).
A transmissão vertical da toxoplasmose ocorre quando a mulher adquire a infecção 
durante a gestação e encontra-se na fase aguda desta infecção (REMINGTON et al., 2001; 
KODJIKIAN, 2010), ou quando a infecção materna ocorre antes da concepção (VOGEL et 
al, 1996; CHEMLA et al.; 2002, BARBOSA et al, 2007; CHAUDHRY et al., 2014). Na 
toxoplasmose congênita, o parasito é capaz de migrar através da placenta e se replicar dentro 
de diferentes tecidos do feto ou embrião (LANG et al., 2007; KODJIKIAN, 2010). Além 
disso, mulheres infectadas cronicamente, quando imunodeprimidas, também podem sofrer a 
reagudização da doença e posterior infecção placentária e fetal ou, como demonstrado em 
camundongos, quando fêmeas são reinfectadas com cepas diferentes daquelas da infecção 
prévia (RORMAN et al, 2006; MONTOYA; REMINGTON, 2008; FRANCO et al, 2015).
Estudos afirmam que a infecção por T. gondii é uma das principais causas de atrasos no 
desenvolvimento fetal intrauterino e manifesta-se em diferentes graus de gravidade
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dependendo da virulência da cepa do parasito, da capacidade de resposta imune da mãe e do 
período gestacional em que a mulher se encontra (SPALDING et al., 2003; KONG et al., 
2015). Sendo assim, o risco de transmissão vertical aumenta com o progredir da gestação, mas 
as consequências para o feto, em decorrência dessa transmissão, tendem a ser maiores quanto 
mais precoce se dá a infecção, podendo variar desde complicações gestacionais e má 
formação fetal até nascimentos prematuros, natimortos ou abortos (GOMES et al., 2011; 
GALVAN-RAMIREZ et al, 2014; KONG et al, 2015).
Estima-se que em países desenvolvidos, aproximadamente 1 em cada 10.000 recém- 
nascidos são afetados pela toxoplasmose congênita, enquanto no Brasil, estima-se que a 
doença atinja uma média de 3 a 10 entre 10.000 recém-nascidos (LAGO et al, 2007; 
CARLIER et a l, 2012; KONG et al, 2015).
1.4. Resposta imune: hospedeiro versus parasito 
A resposta imune contra T. gondii é mediada por mecanismos da imunidade inata e 
adaptativa, sendo que a principal forma de controle do parasito é feita por uma resposta imune 
celular e do tipo pró-inflamatória, por meio de atividades citotóxicas e secreção de citocinas 
(DENKERS; GAZZINELLI, 1998; GADDI; YAP, 2007; HUNTER; SIBLEY, 2012; 
STURGE; YAROVINSKY, 2014; YAROVINSKY, 2014). Dessa forma, diferentes células 
participam deste processo de defesa, como células apresentadoras de antígenos (células 
dendríticas e macrófagos), células natural killer (NK), leucócitos polimorfonucleares e 
linfócitos TCD4+ e TCD8+ (DENKERS; GAZZINELLI, 1998; FILISETTI; CANDOLFI, 
2004; WILSON et al, 2010; ZHANG et a l, 2015).
Linfócitos TCD8+ desempenham função citotóxica essencial para o controle do 
parasitismo, e estudos demonstram que a ausência dessa subpopulação celular acelera a 
mortalidade em camundongos infectados com T. gondii, comprovando a importante função
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desempenhada por células TCD8+ no combate do parasito e sobrevivência do hospedeiro 
(FILISETTI; CANDOLFI, 2004; MELO et al, 2011). Os linfócitos TCD4+, por sua vez, 
regulam diferentes mecanismos imunes contra o parasito e, depois de estimulados, se 
diferenciam em subpopulações de linfócitos T helper, como por exemplo, linfócitos T helper 
1 (Th1), linfócitos T helper 2 (Th2), linfócitos T helper 17 (Th17) e células T reguladoras 
(Treg), os quais diferem uns dos outros segundo o perfil de citocinas que secretam (COMBE 
et a l, 2005; JONGERT et al, 2010).
Células Th1 secretam citocinas pró-inflamatórias, como interferon (IFN)-y, fator de 
inibição de migração de macrófagos (MIF), interleucina (IL)-6, IL-12 e fator de necrose 
tumoral (TNF-a), as quais são responsáveis pela resposta imune efetora contra T. gondii 
(ABOU-BACAR et al, 2004; CASTRO et a l, 2013; FEREIG; NISHIKAWA, 2016). Células 
Th17 secretam IL-17A, uma citocina pró-inflamatória que desempenha função importante no 
recrutamento de neutrófilos para o sítio de infecção (KELLY et al., 2005; PASSOS et al., 
2010). Já as células Th2 secretam citocinas anti-inflamatórias, tais como IL-4, IL-13 e IL-5 
(FILISETTI; CANDOLFI, 2004) e as células Treg secretam IL-10 e fator transformador de 
crescimento (TGF)-P, que são capazes de inibir a produção de citocinas pró-inflamatórias, a 
atividade citotóxica de células NK e a maturação de células dendríticas (SAKAGUCHI, 2005; 
AKBAR et a l, 2007).
Os monócitos também assumem função importante na resposta imune contra T. gondii. 
Após se diferenciarem em macrófagos, eles atuam como células apresentadoras de antígenos 
e, através da fagocitose e apresentação de antígenos aos linfócitos, secretam IL-12 e fator de 
necrose tumoral (TNF)-a que ativam e auxiliam as células da imunidade adaptativa 
(HUNTER; SIBLEY, 2012; STURGE; YAROVINSKY, 2014; YAROVINSKY, 2014). 
Dessa forma, IL-12 produzida pelos macrófagos, induz os linfócitos a secretarem IFN-y, que 
estimula vários mecanismos intracelulares capazes de inibir a multiplicação do parasito
24
(MELO et al., 2011; STURGE; YAROVINSKY, 2014). A presença de IFN-y, por exemplo, 
regula a expressão de óxido nítrico sintetase induzível (iNOS) e espécies reativas do oxigênio 
(ROS) por macrófagos, que são fatores tóxicos importantes para a eliminação do parasito 
(STURGE; YAROVINSKY, 2014; YAROVINSKY, 2014).
Uma vez dentro da célula hospedeira, o parasito desenvolve mecanismos capazes de 
modular o funcionamento dessas células e conduzir à cronicidade da infecção, tornando-se 
apto a evadir à resposta imune do hospedeiro e garantir sua sobrevivência (DENKERS, 2003; 
BLADER; SAEJI, 2009; SULLIVAN; JEFFERS, 2012). Dentre estes mecanismos, destaca-se 
a capacidade que T. gondii possui de interferir nas vias de sinalização intracelulares e dessa 
forma, alterar o padrão de citocinas secretadas. Isto ocorre, por exemplo, quando os antígenos 
parasitários inibem a translocação do fator de transcrição NF-kB para o núcleo celular, 
provocando a diminuição da secreção de IL-12 e TNF-a (SHAPIRA et al., 2005; WILSON et 
al., 2010). Toxoplasma gondii também é capaz de induzir a ativação da via de sinalização 
STAT-3, a qual está envolvida na regulação de genes supressores de citocinas pró- 
inflamatórias (BUTCHER et al., 2005; BUTCHER et al., 2011). Além disso, o parasito pode 
alterar a expressão de moléculas de MHC II em células apresentadoras de antígeno, 
comprometendo a apresentação de antígenos parasitários aos linfócitos (LANG et al., 2007; 
LÜDER et al., 2009), modular a expressão e produção da enzima óxido nítrico sintase 
induzível (iNOS), essencial para a síntese de óxido nítrico (LÜDER et al., 2003) e interferir 
nos processos de morte celular programada. Neste sentido, T. gondii induz a morte de células 
de defesa e impede a apoptose de células infectadas, mantendo-se viável nas células 
hospedeiras (LANG et al., 2007; WU et al., 2016).
1.5. Imunologia da gestação e interferência de T. gondii
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No curso da gestação, é preciso que ocorram alterações físicas e, principalmente, 
imunológicas capazes de permitir a implantação embrionária e a manutenção do concepto. 
Estas modificações ocorrem por meio de um processo de imunomodulação que torna o 
microambiente gestacional fisiologicamente anti-inflamatório (KONG et al., 2015).
Entretanto, apesar de ser geralmente definida como uma condição predominantemente 
anti-inflamatória, estudos indicam que a gestação é mantida por um balanço entre perfis de 
resposta Th1 e Th2, que variam ao longo do período gestacional e resultam em três fases 
imunológicas distintas (FEST et al., 2007; KONG et al., 2015). No início da gestação, há um 
perfil preferencialmente pró-inflamatório, com aumento na produção de quimiocinas e 
citocinas do tipo Th1, importantes no processo de invasão do trofoblasto e implantação do 
blastocisto no endométrio, bem como as modificações das artérias espiraladas que garantem a 
nutrição do embrião em desenvolvimento (NARUSE et al., 2010). O período médio da 
gestação caracteriza-se por ser uma fase de tolerância imunológica, com um perfil 
preferencialmente anti-inflamatório. Por fim, o estágio final da gestação é marcado pelo 
reestabelecimento de uma reação inflamatória, necessária para o mecanismo do parto (KOGA 
et al., 2009).
Células do sistema imune inato possuem papel importante durante o período 
gestacional. Neste sentido, durante o primeiro trimestre gestacional, células NK são uma das 
principais populações celulares presentes na decídua, concentrando-se próximas às artérias 
espiraladas, sendo comprovadamente importantes na invasão do trofoblasto no endométrio e 
na angiogênese (ZHANG et al., 2015). Células dendríticas são importantes no 
estabelecimento de um microambiente tolerogênico na interface materno-fetal, induzindo a 
expansão e manutenção de células T reguladoras (PLAKS et al., 2008; BARRIENTOS et al., 
2009; AMODIO et al., 2013). Os monócitos, por sua vez, são uma das primeiras células 
observadas no sítio de implantação e, após se diferenciarem em macrófagos, são importantes
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na manutenção da homeostase tecidual, por meio da fagocitose de células em apoptose e de 
debris celulares presentes neste ambiente (HANNA et al., 2006; KOGA et al., 2009).
Estudos têm demonstrado que os monócitos representam a população de leucócitos 
predominante no sítio de implantação do blastocisto e, no microambiente placentário, a 
quantidade dessas células imunes inatas aumenta ao longo da gestação. Este acúmulo de 
monócitos no microambiente placentário se deve, principalmente, à ação das células 
trofoblásticas, que secretam citocinas e quimiocinas capazes de regular a migração e 
diferenciação de monócitos na interface materno-fetal (FEST et al., 2007; KOGA et al., 
2009). Dessa forma, os monócitos presentes neste microambiente exibem um perfil de 
resposta diferente daqueles que não tiveram contato prévio com o trofoblasto, e podem 
secretar tipos e quantidades diferentes de citocinas, além de tornarem-se mais ou menos 
susceptíveis a possíveis infecções por patógenos (FEST et al., 2007; KOGA et al., 2009; 
CASTRO et a l, 2013; FAAS et al, 2014).
Células da imunidade adaptativa também são de fundamental importância na interface 
materno-fetal, em particular as células T reguladoras. Estudos demonstram que complicações 
gestacionais graves podem estar associadas a distúrbios na quantidade desta população 
celular, uma vez que, em casos de abortos espontâneos, o número de células T reguladoras 
presentes na decídua é menor do que em casos em que a gestação cursa de forma normal 
(RANGO, 2008).
Assim, pelo fato da tolerância fetal ser mantida por uma resposta imune 
predominantemente anti-inflamatória, o organismo materno, durante a gestação, torna-se um 
microambiente imunologicamente privilegiado e susceptível ao estabelecimento, 
desenvolvimento e disseminação de alguns patógenos, como por exemplo T. gondii 
(REMINGTON et al., 2001; KRAVETZ; FEDERMAN, 2005; KODJIKIAN, 2010; SYKES 
et al., 2012). Além disso, a influência hormonal no sistema imunológico também contribui
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com a maior susceptibilidade de gestantes à toxoplasmose, aumentando o risco de infecção 
placentária e transmissão congênita (KRAVETZ, 2010; MUNOZ et al., 2011). Neste sentido, 
estudos já demonstraram que durante o segundo e terceiro trimestres gestacionais há um 
significativo aumento de estradiol e progesterona, concomitante ao aumento da 
susceptibilidade de tecidos placentários e fetais à infecção por T. gondii, e que, hormônios 
como estrógeno e progesterona, modulam a reatividade das células T e a produção de 
citocinas de perfil Th2 (LANG et a l, 2007; VARGAS-VILLAVICENCIO et al, 2009; 
KUMAR; MAGON, 2012).
Dessa forma, a presença de T. gondii na interface materno-fetal gera um desequilíbrio 
imunológico que pode resultar em problemas na gestação ou até mesmo abortos, uma vez que, 
na tentativa de controlar a infecção, o hospedeiro desenvolve uma resposta tipicamente pró- 
inflamatória que, consequentemente, altera o perfil anti-inflamatório e tolerogênico, 
característico na interface materno-fetal (LUPPI, 2003; LOPES et al., 2007; KONG et al., 
2015).
Estudos clínicos demonstram uma forte associação entre complicações gestacionais e 
infecções intrauterinas, como resultado da interação entre células trofoblásticas e células do 
sistema imune inato (LAMONT, 2003; ESPINOZA et al., 2006; ZHANG et al., 2015). A 
expressão de receptores específicos no trofoblasto é um dos fatores que desencadeia esse 
desequilíbrio imunológico, uma vez que eles são capazes de reconhecer a presença de 
bactérias, vírus, parasitos, células em apoptose e tecidos danificados. Após este 
reconhecimento, o trofoblasto secreta citocinas que vão agir sobre as células imunes presentes 
na decídua, influenciando na resposta dessas células frente ao patógeno (KOGA et al., 2009).
Sendo assim, o sucesso gestacional está diretamente relacionado à secreção equilibrada 
de citocinas pró- e anti-inflamatórias e da relação estabelecida entre as células trofoblásticas e
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as células do sistema imunológico materno, principalmente quando isto ocorre concomitante a 
algum tipo de infecção.
1.6. Mecanismos de morte celular
A necrose e a apoptose são os dois principais tipos de morte celular já estudados, e a 
ocorrência e o controle de ambos os mecanismos interferem diretamente na sobrevivência dos 
organismos (NIKOLETOPOULOU et al., 2013). A necrose geralmente medeia a morte 
celular em resposta a danos mais intensos, como por exemplo em casos de hipotermia e 
hipóxia, ou em decorrência de patologias (KERR et al., 1972; WYLLIE et al., 1980). Neste 
processo, as células perdem a integridade da membrana plasmática, seguida de edema 
citoplasmático e mitocondrial, lise celular, extravasamento do conteúdo intracelular e 
desintegração de organelas (CURTIN et al., 2002). Em consequência disto, macrófagos 
circulantes e glóbulos brancos são atraídos para o tecido danificado com a finalidade de 
digerirem as células necrosadas e isto resulta em uma resposta inflamatória capaz de 
comprometer ou, até mesmo, matar as células e tecidos vizinhos (CURTIN et al., 2002).
A apoptose é um processo de morte celular programada que interfere diretamente nos 
mecanismos de desenvolvimento, homeostase e imunidade tecidual, sendo responsável pela 
remoção de células tumorais e células danificadas e pela seleção do repertório linfocitário, 
além de exercer importante função na defesa contra patógenos intracelulares (HEUSSLER et 
al, 2001; LÜDER et al, 2001, STRASSER et al, 2011; RODRIGUES et a l, 2012; 
JORQENSEN et al., 2017). Dessa forma, distúrbios na regulação do processo apoptótico 
contribuem para a ocorrência de diversos eventos patológicos, como câncer, doenças 
autoimunes, infecções e desordens degenerativas (STRASSER et al., 2011).
Durante a apoptose, as células morrem sem que haja lise e extravasamento do conteúdo 
intracelular, evitando a ocorrência de uma resposta imune exacerbada capaz de comprometer
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o funcionamento das células vizinhas (STRASSER et al., 2011; HAPPO et al., 2012). Assim, 
células em processo apoptótico sofrem uma série de mudanças morfológicas que culminam na 
sua eliminação. Inicialmente, estas células apresentam alterações na membrana, com 
consequente exposição de fosfatidilserina (PS). Posteriormente, ocorre a condensação da 
cromatina, fragmentação nuclear, clivagem do DNA, desintegração celular e formação de 
corpos apoptóticos (STRASSER et al., 2011). Este conjunto de modificações morfológicas 
faz com que as células em apoptose liberem sinais, como a exposição de fosfatidilserina, que 
as tornam facilmente detectadas por células fagocíticas, como os macrófagos e células 
dendríticas, atraindo estas populações celulares para o sítio onde as células estão morrendo 
(STRASSER et a l, 2011; HAPPO et al, 2012; MARTIN et al, 2015). Dessa forma, as 
células fagocíticas atraídas, englobam os corpos apoptóticos removendo-os e impedindo a 
ativação de uma resposta inflamatória (STRASSER et al., 2011; HAPPO et al., 2012; 
MARTIN et al, 2015).
O processo apoptótico é mediado por enzimas denominadas caspases, as quais estão 
presentes no citoplasma celular e são produzidas como precursores inativos, ou seja, na forma 
de pró-enzimas. Para se tornarem ativas, as caspases precisam ser dimerizadas, no caso das 
caspases iniciadoras, ou clivadas por meio de proteólise, no caso das caspase efetoras, e, 
então, uma vez ativadas, se tornam capazes de clivar seu substrato no resíduo do ácido 
aspártico e desencadearem o processo apoptótico. As caspases são divididas em dois grupos: 
caspases iniciadoras (caspases 8 e 9), que têm a função de iniciar o processo apoptótico por 
meio da ativação de outras caspases e caspases efetoras ou executoras (caspases 3, 6 e 7), que 
clivam substratos e levam às alterações celulares que ocorrem durante a apoptose (JIMENEZ- 
RUIZ et al., 2010; FAVALORO et a l, 2012).
A apoptose ocorre, principalmente, por meio de duas vias: a extrínseca ou a intrínseca. 
A via extrínseca é mediada pelos receptores de morte, um subgrupo da superfamília de
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receptores do Fator de Necrose Tumoral (TNF), como TNFR e Fas (CD95) (DICKENS et al., 
2012). Quando ocorre a interação entre os receptores de morte presentes na membrana celular 
e seus ligantes específicos, como por exemplo, a ligação de Fas com seu ligante FasL (Fas 
ligante), um complexo sinalizador de morte no interior da célula é ativado, promovendo o 
recrutamento de caspase-8 e posterior ativação das caspases efetoras, desencadeando o 
processo de morte celular programada (ELMORE, 2007; DICKENS et al., 2012).
Já a via intrínseca, também conhecida como via mitocondrial, está relacionada a 
possíveis alterações presentes na membrana externa da mitocôndria que a torna mais 
permeável, favorecendo a liberação de citocromo c (cyt-c) para o citoplasma celular. O cyt-c 
interage com o Fator Ativador de Apoptose (Apaf-1) no citosol, induzindo a formação do 
apoptossomo, um complexo que recruta e ativa caspase-9 que, posteriormente, ativará as 
caspases efetoras (FAVALORO et al., 2012). A integridade da membrana mitocondrial é 
regulada por proteínas da família Bcl-2, as quais podem ser divididas em dois grupos: as 
proteínas anti-apoptóticas, responsáveis por manter a integridade desta membrana e as 
proteínas pró-apoptóticas, que tem a capacidade de desestruturar a conformação normal da 
membrana mitocondrial (BORNER, 2003).
Cada etapa da cascata apoptótica é controlada por inibidores endógenos que evitam a 
propagação dos sinais de morte que conduzem à concretização do processo apoptótico 
(STRASZEWSKI-CHAVEZ et al., 2005). Dentre estes inibidores pode-se destacar as 
proteínas inibidoras de FLICE (FLIPs), que interferem no recrutamento e ativação da caspase- 
8, inibindo a apoptose via extrínseca e as proteínas anti-apoptóticas pertencentes à família 
Bcl-2 e as proteínas inibidoras de apoptose (IAPs) que são capazes de inibir a ativação das 
caspases e dificultam a permeabilidade da membrana externa da mitocôndria, impedindo a 
propagação dos sinais apoptóticos e a consquente morte celular (GYRD-HANSEN; MEIER, 
2010; HAPPO et al., 2012; LI et al., 2012).
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1.7. Apoptose na interface materno-fetal e influência de T. gondii
O desenvolvimento normal da placenta depende diretamente da diferenciação, adesão e 
invasão do trofoblasto e, na interface materno-fetal, além de participar destes mecanismos, a 
apoptose ainda está envolvida em processos associados à renovação celular, homeostase 
tecidual, transformação das artérias espiraladas, deleção de proteínas associadas à letalidade e 
mau desenvolvimento fetal e imunidade materna contra antígenos paternos expressos pelas 
células trofoblásticas (ASHKENAZI; DIXIT, 1998; CROCKER et al, 2003; ABRAHAMS et 
al, 2004; SHAWN et al, 2005; HEAZELL; CROCKER, 2008; RANGO, 2008; 
NAGAMATSU; SCHUST, 2010b).
Células apoptóticas têm sido identificadas tanto em compartimentos fetais quanto 
maternos da placenta, durante uma gestação normal, e a presença destas células pode estar 
relacionada ao estágio de desenvolvimento placentário, sendo que no terceiro trimestre 
gestacional a incidência de apoptose é maior do que no primeiro trimestre (LEVY; NELSON, 
2000). Assim, mudanças morfológicas consistentes com a apoptose, como condensação 
nuclear, fragmentação de DNA e formação de corpos apoptóticos, têm sido observadas em 
vilos de placentas advindas de gestações normais, demonstrando que a apoptose está 
associada ao remodelamento normal deste tecido (NELSON, 1996; SMITH et al., 1997; 
SMITH et al, 2000).
Entretanto, a ocorrência anormal da apoptose em células trofoblásticas, seja por meio de 
seu aumento ou de sua redução, pode estar associada a complicações durante a gestação e 
abortos espontâneos (HUPPERTZ et al., 2006; ZHANG et al., 2015). Sendo assim, alterações 
no processo de apoptose podem comprometer o sucesso gestacional, uma vez que índices 
exagerados de apoptose podem levar a uma invasão superficial do trofoblasto, ocorrência de 
partos prematuros, casos de preeclampsia, restrição do crescimento intrauterino, abortos 
espontâneos e deslocamento de placenta (WHITLEY et al., 2007; WU et al., 2012; PETSAS
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et al, 2012). Da mesma forma, a redução descontrolada da apoptose, com consequente 
invasão excessiva pelo trofoblasto no endométrio, pode contribuir para patogêneses como a 
placenta acreta (TANTBIROJN et al., 2008).
Para se manter vivo nas células hospedeiras, T. gondii desenvolveu alguns mecanismos 
capazes de controlar a resposta imune do hospedeiro, incluindo a capacidade de modular e 
subverter o programa apoptótico da célula hospedeira, promovendo ou inibindo a apoptose 
(LÜDER; GROSS, 2005; LANG et al, 2007; DEBIERRE-GROCKIEGO et al., 2007; 
ANGELONI et al., 2013; GUIRELLI et al., 2015). Essa dupla atividade do parasito está 
associada com a interação dele aos sinais pró e anti-apoptóticos da célula hospedeira, bem 
como, com a cepa do parasito e a população celular afetada (DEBIERRE-GROCKIEGO et 
al., 2007; ANGELONI et al., 2009). Entretanto, estudos demonstram que T. gondii, 
geralmente, tende a inibir o processo apoptótico das células, agindo nas mesmas de forma 
direta ou indireta. Sendo assim, a inibição direta é restrita às células infectadas, enquanto os 
mecanismos indiretos de inibição da apoptose prolongam a vida tanto de células infectadas 
quanto de células não-infectadas pelo parasito (LÜDER; GROSS, 2005; LABBÉ; SALEH, 
2008).
Os produtos parasitários são capazes de inibir a via extrínseca da apoptose, por meio da 
clivagem ou degradação da caspase 8 ou então, T. gondii interfere na via intrínseca da 
apoptose (VUTOVA et al., 2007). Esta interferência ocorre pela modulação de mecanismos 
transcricionais, como a ativação de NF-kB e dos sinais transdutores e ativadores da 
transcrição (STAT3), ou ainda, pela interferência nos sinais pós transcricionais, como a 
degradação de diversas proteínas pró-apoptóticas e aumento na expressão das proteínas anti- 
apoptóticas da família Bcl-2 (NELSON et al., 2008; HWANG et al., 2010; CAI et al., 2014). 
O parasito também estimula a expressão das proteínas inibidoras de apoptose (IAPs), que 
atuam diretamente na degradação da caspase 3 (MOLESTINA et al., 2003), e podem induzir
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o bloqueio da liberação do cyt-c em todas as mitocôndrias da célula hospedeira e não apenas 
nas que ficam associadas ao vacúolo parasitóforo (CARMEN et al., 2008; LALIBERTÉ; 
CARRUTHERS, 2008; WU et al, 2016). Além destes mecanismos, T. gondii é capaz de 
modular a fosforilação de proteínas pertencentes à subfamília das MAPK (proteína quinase 
ativada por mitógeno), como ERK1/2 (proteína quinase 1 e 2 regulada por sinal extracelular), 
JNK (quinase N-terminal c-Jun) e P38, alterando os mecanismos de sinalização intracelular 
que consequentemente interferem no programa apoptótico da célula hospedeira (KATO et al., 
2005; CAI et al, 2006; ANGELONI et a l, 2013).
1.8. Células BeWo e THP-1 como modelo de estudo para a toxoplasmose congênita
O trofoblasto é responsável pela adesão, fixação e implantação do blastocisto ao 
endométrio, nutrição do embrião, regulação hormonal, fagocitose de elementos sanguíneos 
maternos e formação da parte fetal da placenta (FERRO, 2000). Diferencia-se em três 
populações celulares distintas: o citotrofoblasto, que corresponde a uma camada mononuclear 
em intensa proliferação, que circunda o blastocisto e auxilia no revestimento dos vilos 
placentários; o sinciciotrofoblasto, que é originado da fusão de células do citotrofoblasto 
diferenciadas, e caracteriza-se por ser uma massa celular multinucleada com grande 
habilidade invasiva, que permitirá a implantação do blastocisto no tecido uterino; e o 
trofoblasto extraviloso, que corresponde a um citotrofoblasto mononucleado diferenciado, que 
perdeu sua capacidade proliferativa e também adquiriu uma intensa capacidade invasiva 
(GUDE et a l, 2004, HUPPERTZ et al., 2006).
Para não ser rejeitado pelo organismo materno, o trofoblasto possui mecanismos 
próprios que possibilitam sua sobrevivência e manutenção. Dessa forma, não expressa 
algumas proteínas de superfície, como o complexo principal de histocompatibilidade (MHC) 
classe II, impedindo a apresentação de antígenos paternos ao sistema imunológico materno
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(ENTRICAN, 2002) e, ainda, o citotrofoblasto é capaz de expressar moléculas de adesão e 
proteinases que possibilitam a fixação e invasão na mucosa uterina, além de fatores 
imunomoduladores importantes que permitem a tolerância materna ao feto que é semi- 
alogênico (NORWITZ et al., 2001).
Estudos têm demonstrado que células trofoblásticas interagem com monócitos presentes 
na interface materno-fetal modulando diversas atividades celulares desempenhadas por estas 
células do sistema imune. Estas interações são fundamentais para o sucesso gestacional e no 
estabelecimento de uma resposta imune adequada contra patógenos, que podem colocar em 
risco o desenvolvimento e a sobrevivência do feto, como o observado em infecções por T. 
gondii (FEST et a l, 2007; KOGA et al, 2009, CASTRO et al, 2013).
Para melhor entender estes mecanismos celulares, vários estudos in vitro são realizados 
utilizando como modelos experimentais linhagens celulares (células trofoblásticas BeWo e 
células mielomonocíticas THP-1) bem estabelecidas em cultura, as quais permitem o 
desenvolvimento de estudos que avaliam a interação entre monócitos e células trofoblásticas, 
na presença de patógenos como T. gondii, como modelo in vitro da transmissão vertical do 
parasito (CASTRO et al., 2013).
Células trofoblásticas da linhagem BeWo foram isoladas de um coriocarcinoma humano 
em 1968 (PATTILLO; GEY, 1968). São capazes de formar monocamadas e crescem 
rapidamente em cultura. Semelhante às células trofoblásticas normais, células BeWo secretam 
citocinas, hormônios e expressam variados receptores de membrana comuns ao trofoblasto 
(FUJISAWA et al., 2000). São bastante susceptíveis à infecção por T. gondii (OLIVEIRA et 
al., 2006; BARBOSA et al., 2007) e portanto, podem ser utilizadas como um bom modelo 
experimental em estudos que são realizados na tentativa de estabelecer o papel de células 
trofoblásticas na modulação do perfil imunológico durante a gestação, principalmente na 
presença de parasitos intracelulares como T. gondii.
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Células mielomonocíticas da linhagem THP-1 foram isoladas do sangue periférico de 
uma criança com leucemia monocítica aguda. Expressam receptores para fc e c3b, além dos 
ligantes lfa-1 e vla-4 para as moléculas icam-1 e vcam-1 respectivamente (TSUCHIYA et al, 
1980; PFAFF et a l, 2005b; BARRAGAN; HITZIGER, 2008). Podem ser mantidas em 
cultura por longos períodos e são permissivas ao crescimento de T. gondii in vitro, o que 
favorece a realização de estudos que avaliam a disseminação e a capacidade deste parasito em 
atravessar barreiras biológicas, como por exemplo, o ambiente transplacentário (CHANNON 
et a l, 2000; BARRAGAN; SIBLEY, 2003).
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2. JUSTIFICATIVA
O sucesso gestacional está fortemente relacionado a mecanismos celulares e 
imunológicos que ocorrem no organismo materno como um todo e, principalmente, na 
interface materno-fetal. Para que a gestação se dê de forma saudável e satisfatória, uma 
condição imune materna tolerogênica é requerida, entretanto, isto torna o organismo materno 
mais susceptível a possíveis infecções placentárias e fetais por patógenos intracelulares, como 
por exemplo T. gondii, podendo comprometer o curso normal da gestação, bem como, o 
desenvolvimento do feto.
Trabalhos demonstram que os monócitos são umas das principais células 
disseminadoras de T. gondii e estão presentes em grande quantidade na interface materno­
fetal, concentrando-se em torno do trofoblasto. Além disso, células trofoblásticas têm a 
capacidade de interagir com monócitos presentes na interface materno-fetal e modular suas 
atividades funcionais (FEST et al., 2007, CASTRO et al., 2013). Por isso, estudos envolvendo 
linhagens de células trofoblásticas (BeWo) e monocíticas (THP-1) podem adicionar dados à 
complexa rede de interações que se estabelece entre estas populações celulares frente à 
infecção por T. gondii.
Um dos principais eventos associados ao sucesso gestacional, e que pode ser alterado 
pela infecção com T. gondii, refere-se aos mecanismos de morte celular das populações 
celulares presentes na interface materno-fetal. Assim, o tipo de morte celular e sua magnitude 
são fatores capazes de comprometer ou interromper a gestação. Por isso, nosso estudo teve 
como finalidade investigar possíveis fatores relacionados aos mecanismos de morte celular 
associados às interações entre células trofoblásticas e monócitos e avaliar como o protozoário 
T. gondii pode interferir nestes mecanismos.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral
Avaliar a influência de células trofoblásticas (linhagem BeWo) nos mecanismos de 
morte celular em monócitos humanos (células THP-1) e como T. gondii pode interferir nestes 
processos.
3.2. Objetivos Específicos
• Avaliar o índice de morte celular e o índice de apoptose em células THP-1 infectadas 
ou não com T. gondii, após estímulo com sobrenadante de cultura de células BeWo 
infectadas ou não com T. gondii;
• Avaliar a expressão de receptor de morte Fas/CD95 e secreção de FasL solúvel em 
células THP-1 infectadas ou não com T. gondii, após estímulo com sobrenadante de 
cultura de células BeWo infectadas ou não com T. gondii;
• Avaliar a secreção de FasL solúvel, MIF e TGF- pi, por células BeWo, bem como, a 
participação destes fatores solúveis nos índices de morte celular em células THP-1;
• Avaliar a expressão de proteínas intracelulares associadas à apoptose (caspase 3 ativa, 
survivina e proteínas das MAPK) em células THP-1 infectadas ou não com T. gondii, 
após estímulo com sobrenadante de cultura de células BeWo infectadas ou não com T. 
gondii.
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4. MATERIAL E MÉTODOS
4.1. Manutenção de células BeWo e THP-1 em cultura
Células trofoblásticas derivadas de coriocarcinoma humano (linhagem BeWo) e 
células THP-1 (linhagem monocítica humana) foram obtidas da American Type Culture 
Collection (ATCC, Manassas, VA, EUA) e mantidas em cultura no Laboratório de 
Imunofisiologia da Reprodução da Universidade Federal de Uberlândia.
Células BeWo e THP-1 foram cultivadas, separadamente, em frascos de cultura de 75 
cm (Kasvi, Curitiba, PR, Brasil) contendo meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial 
Institute) (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) suplementado com 25 mM de HEPES, 3 mM de 
bicarbonato de sódio, antibióticos (penicilina G a 100 U/mL e estreptomicina a 100 pg/mL) 
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) e 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, 
Campinas, SP, Brasil) (meio completo). As células foram incubadas em estufa umidificada a 
37 oC e 5% de CO2 .
As células foram repicadas duas vezes na semana. Células BeWo foram tratadas com 
tripsina contendo 0,25% de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), durante 5 minutos em 
atmosfera úmida a 37oC e de 5% de CO2. Posteriormente, adicionou-se em cada garrafa, 3 mL 
de meio suplementado com 10% de soro fetal bovino, para inativar a tripsina e lavar as 
células, as quais, após descoladas do frasco, foram transferidas para tubos de 15 mL e 
centrifugadas a 400 x g por 5 minutos à temperatura ambiente. Após a centrifugação, o 
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspenso em 1 mL de meio RPMI completo 
e distribuído em novos frascos de cultura de 75 cm contendo 14 mL de meio RPMI completo, 
seguindo-se incubação a 37 oC e 5% de CO2 .
Células THP-1, por serem cultivadas em suspensão, foram retiradas das garrafas, 
transferidas diretamente para tubos de 15 mL, sem a necessidade de se utilizar tripsina, e
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centrifugadas a 400 x g durante 5 minutos à temperatura ambiente. Em seguida, o 
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 1 mL de meio RPMI completo e 
distribuído em novos frascos de cultura. O meio RPMI 1640 utilizado para a manutenção de 
células THP-1 foi idêntico ao utilizado em células BeWo, entretanto, o SFB foi centrifugado a 
400 x g durante 10 minutos antes de ser utilizado, para evitar que componentes do soro 
induzissem a adesão das células à superfície do frasco.
4.2. Manutenção da cepa RH de T. gondii em cultura
Taquizoítas da cepa RH de T. gondii foram mantidos em células BeWo cultivadas em 
meio RPMI suplementado com 2% de soro fetal bovino. À medida em que a maioria das 
células infectadas em cultura encontrava-se lisada pelo parasito, o meio contendo taquizoítas 
livres foi transferido para tubos de 15 mL e centrifugado a 400 x g  por 5 minutos, em 
temperatura ambiente. Após centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o sedimento, 
contendo os parasitos, foi homogeneizado e distribuído em novos frascos contendo células 
não-infectadas.
4.3. Tratamento de células THP-1 com sobrenadante de células BeWo e posterior 
infecção com T. gondii
Células BeWo, coletadas a partir dos frascos de cultura, foram centrifugadas a 400 x g 
por 5 minutos e o sedimento foi ressuspenso em 1mL de meio RPMI completo. Em seguida, 
as células foram contadas em câmara de Newbauer, e, aquelas inviáveis, foram excluídas do 
processo de quantificação pela coloração com o corante azul de tripan 0,4% (Sigma Chemical 
Co., St. Louis, MO, EUA). Posteriormente, células BeWo (5x105 células/2000pl/poço) foram 
adicionadas a placas de cultura de 6 poços (Thermo Fisher Scientific, Rochester, NY, EUA) e 
infectadas com taquizoítas de T. gondii da cepa RH (3 parasitos : 1 célula) (2000 pl/poço) ou
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apenas acrescidas de meio completo e cultivadas a 37°C e 5% de CO2. Após 24 horas em 
condições de cultura, as placas foram centrifugadas a 400 x g, por 10 minutos e os 
sobrenadantes de cultura, livres de células e parasitos, foram coletados, homogeneizados e 
armazenados em freezer a -80°C, para posterior estímulo de células THP-1 e dosagem de 
citocinas e Fas ligante.
Células THP-1, coletadas a partir dos frascos de cultura, foram cultivadas em placas de 
cultura de 6 poços (5x105 células/2000pl/poço) a 37 °C e 5% de CO2, por 24 horas. 
Posteriormente, estas células foram estimuladas com os sobrenadantes obtidos a partir do 
cultivo de células BeWo não-infectadas ou infectadas por T. gondii (500pl de meio compelto 
+ 1500pl de sobrenadante de células BeWo infectadas ou não-infectadas). Como controle, 
células THP-1 foram acrescidas apenas de meio completo (2000pl). Após 24 horas de 
estímulo, as placas foram centrifugadas (400 x g por 10 minutos), os sobrenadantes foram 
retirados e novo meio completo foi adicionado às células THP-1, por mais 24 horas. 
Alternativamente, células THP-1, previamente estimuladas com os sobrenadantes de células 
BeWo, foram infectadas com a cepa RH de T. gondii (3 parasitos : 1 célula). Como controle, 
células THP-1 não estimuladas também foram infectadas com T. gondii. Células THP-1, 
infectadas ou não, foram mantidas a 37 °C e 5% de CO2 por 24 horas. Em seguida, as células 
foram centrifugadas a 400 x g, por 10 minutos e os sobrenadantes livres de células e parasitos 
foram coletados e armazenados em freezer a -80°C para posterior dosagem de Fas ligante.
Células THP-1 foram posteriormente utilizadas para citometria de fluxo (morte celular, 
índice de apoptose e expressão de Fas/CD95) e westtern blotting (detecção de proteínas 
intracelulares).
A cinética dos experimentos realizados neste estudo encontra-se resumida no esquemas 
abaixo.
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4.4. Índice de morte celular e índice de apoptose em células THP-1 por citometria de 
fluxo
O índice de morte celular e de apoptose foi determinado usando o kit de detecção de 
apoptose FITC/anexina V de acordo com as instruções do fabricante (BD Biosciences, San 
Diego, CA, EUA). Brevemente, as células THP-1, cultivadas como descrito no item 4.3, 
foram retiradas das placas, lavadas com PBS gelado, transferidas para tubos de 15mL e 
centrifugadas a 400 x g por 5 minutos. Em seguida, as células foram homogeneizadas com o
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tampão de ligação 1x, a concentração celular foi ajustada para 1x105 células/100pL e as 
células transferidas para tubos de poliestireno de 15x75 mm (BD Biosciences, San Diego, 
CA, EUA). Foram adicionados 5 pL de FITC/anexina V e/ou 5 pL da solução de marcação 
Iodeto de Propídio; então, as células foram homogeneizadas e incubadas à temperatura 
ambiente por 15 minutos ao abrigo da luz. Após a dupla marcação, foi adicionado o tampão 
de ligação 1x e a fluorescência de 20.000 células, em cada condição experimental, foi 
analisada por citometria de fluxo em citômetro FACSCalibur BD™ (BD Company, San 
Diego, CA, EUA) em, no máximo, 1 h após a marcação. Os resultados obtidos da análise pela 
citometria foram representados por dot plot e gráficos de barra. A anexina V liga-se a 
fosfolipídeos e possui alta afinidade por fosfatidilserina, que é externalizada na superfície de 
células apoptóticas, no início do processo de desorganização da membrana plasmática. O 
iodeto de propídeo é uma molécula que se intercala no DNA de células que já estão com a 
membrana celular permeável. Dessa forma, células positivas apenas para FITC/anexina V 
referem-se àquelas que apresentam alterações apoptóticas iniciais. Diferentemente, células 
duplo-positivas, ou seja, marcadas positivamente para FITC/anexina V e iodeto de referem-se 
àquelas que já morreram (tardiamente apoptóticas ou necróticas).
4.5. Dosagem de citocinas no sobrenadante de células BeWo por ELISA
A dosagem das citocinas em sobrenadantes de células BeWo foi realizada pelo método 
ELISA (Enzime Linked ImmunoSorbent Assay) tipo sandwich, de acordo com os protocolos 
recomendados pelos fabricantes, para as citocinas MIF (R&D Systems, Minneapolis, MN, 
EUA) e TGF-pi (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA).
Placas de poliestireno de 96 poços de alta afinidade (Corning Incorporated, NI, EUA) 
foram sensibilizadas com os respectivos anticorpos de captura, anti-MIF e anti-TGF-pi, 
humanos por 18 horas, à temperatura ambiente ou à 4 oC, respectivamente. Após lavagem
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com PBS-Tween 20 0,05% (PBS-T) e bloqueio, com PBS contendo 1% de soroalbumina 
bovina (BSA) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) para MIF e soro fetal bovino para 
TGF-pi, por 1 hora à temperatura ambiente, os sobrenadantes de cultura foram adicionados 
em triplicata. Para detecção de TGF-pi, os sobrenadantes de cultura foram pré-tratados com 
solução ácida de HCl 1N, e em seguida, neutralizados (NaOH 1,2M + HEPES 0,5M), para 
ativar a possível citocina existente no sobrenadante, uma vez que TGF-pi é secretado pelas 
células como um complexo inativo. Paralelamente, curvas padrões das respectivas citocinas 
humanas recombinantes foram realizadas em diluições duplo-seriadas. Após duas horas de 
incubação à temperatura ambiente, as placas foram lavadas quatro vezes com PBS-T e foram 
adicionados os respectivos anticorpos de detecção biotinilados. Após incubação por 2 horas à 
temperatura ambiente, novas lavagens foram realizadas e foi adicionado o conjugado 
streptavidina-peroxidase (R&D) seguido de incubação por 30 minutos à temperatura 
ambiente. Após o último ciclo de lavagem, as placas foram reveladas com a adição do 
substrato enzimático (H2O2 0,03% e tetrametilbenzidina [TMB]) e incubação por 30 minutos 
à temperatura ambiente. A reação foi interrompida com a adição de solução de ácido sulfúrico 
2 N. A densidade óptica (DO) foi determinada em leitor de placas, com filtro em 450 nm, e os 
valores de DO obtidos foram convertidos em pg/mL, de acordo com a curva padrão, 
utilizando-se o software Microplate Manager PC versão 4.0 (Bio-Rad Laboratories Inc., 
Hercules, EUA). O limite de detecção obtido para cada análise foi 25 pg/mL (MIF) e 25 
pg/mL (TGF-pi).
4.6. Índice de morte celular e índice de apoptose em células THP-1 estimuladas com 
sobrenadante neutralizado de células BeWo, por citometria de fluxo 
Células BeWo foram plaqueadas (5x105 células/1000pl/poço) por 24 horas, infectadas 
com T. gondii (3 parasitos : 1 célula) por mais 24 horas, ou apenas acrescidas de meio
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completo, nos grupos controle, e, então, tiveram seu sobrenadante coletado para estímulo de 
células THP-1. Dessa forma, células THP-1 foram adicionadas a placas de 6 poços (Thermo 
Fisher Scientific, Rochester, NY, EUA) (5x105 células/1000pl/poço) e incubadas a 37 °C e 
5% de CO2 por 24 horas. Em paralelo, sobrenadantes coletados de células BeWo não- 
infectadas ou infectadas com T. gondii foram tratados, separadamente, com anticorpos anti- 
MIF (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA) ou anti-TGF-pi (R&D Systems, Minneapolis, 
MN, EUA) humanos, em uma concentração de 10 pg/ml, por 2 h à 37 °C e 5% de CO2, para 
serem neutralizados. Em seguida, células THP-1 foram estimuladas com esses sobrenadantes 
neutralizados (250 pL de meio completo + 750 pL de sobrenadante neutralizado de células 
BeWo) e mantidas a 37 °C e 5% de CO2 por mais 24 horas. Antes de serem estimuladas com 
os sobrenadantes neutralizados, células THP-1 receberam soro normal de cabra a 3% e 
ficaram em estufa a 37 °C e 5% de CO2 por 30 min, para bloqueio de receptores Fc presentes 
em sua superfície. Como controles, células THP-1 foram estimuladas com sobrenadante não 
neutralizado de células BeWo não-infectadas ou infectadas com T. gondii. Também foram 
utilizados como controle, células THP-1 estimuladas com sobrenadante de células BeWo, 
infectadas ou não, neutralizado com anticorpo policlonal irrelevante, IgG de coelho anti-cabra 
(Jackson Immuno Research, USA) (10pg/mL). Após 24 horas de incubação, a placa contendo 
células THP-1 foi centrifugada (400 x g por 10 minutos) e os sobrenadantes foram 
descartados. Finalmente, células THP-1 foram infectadas com a cepa RH de T. gondii (3 
parasitos : 1 célula) e, após 24 horas, à 37 oC e 5% de CO2, submetidas aos ensaios para 
detecção de morte celular e apoptose, descritos anteriormente no item 4.4. Foram realizados 
três experimentos independentes em duplicata.
A cinética dos experimentos realizados neste estudo encontra-se resumida no esquemas 
abaixo.
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4.7. Expressão de Fas/CD95 em células THP-1 por citometria de fluxo
Células THP-1, cultivadas como descrito no item 4.3, foram retiradas das placas, 
lavadas com PBS gelado estéril, transferidas para tubos de 15 mL e centrifugadas a 400 x g, 
4°C por 7 minutos. Em seguida, as células foram homogeneizadas em PBS com 0,5% de BSA 
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), a concentração celular foi ajustada para 1x105 
células/100 pL e as células transferidas para tubos de poliestireno de 15x75 mm (BD 
Biosciences, San Diego, CA, EUA). Foram adicionados 5 pL do anticorpo monoclonal anti- 
CD95 conjugado com PE (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), ou 5 pL do isotipo
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controle IgG de camundongo irrelevante (Milipore, São Paulo, SP, Brasil), para controle da 
reação. Os tubos foram homogeneizados e incubados a 4 °C por 30 min ao abrigo da luz. 
Após a marcação, foi adicionado 1mL de PBS com 0,5% BSA (Sigma Chemical Co., St. 
Louis, MO, EUA), em cada tudo, e os mesmos foram centrifugados por a 400 x g, por 7 
minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as células foram fixadas com 300 pL de 
fixador contendo paraformaldeido e cacodilato de sódio. Em seguida foi realizada a leitura de 
20.000 células de cada condição experimental no citômetro FACSCalibur BD™ (BD 
Biosciences, San Diego, CA, EUA). Os resultados obtidos da análise por citometria foram 
representados em histograma e gráficos de barra.
4.8. Detecção de Fas ligante solúvel (FasL) em sobrenadante de cultura de células 
BeWo e THP-1 por ELISA
Fas ligante solúvel foi mensurado nos sobrenadantes de célula BeWo e THP-1 
utilizando o kit ELISA Fas Ligante (FasL) humano de acordo com as instruções do fabricante 
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA). Brevemente, foram adicionadas à placa, já 
sensibilizada, 100pL da curva (de 1000 pg/mL a 1,37 pg/mL) e 100 pL das amostras de 
sobrenadantes de células BeWo infectadas ou não-infectadas com T. gondii e de células THP- 
1 tratadas com os diferentes sobrenadantes de BeWo e posteriormente infectadas ou não- 
infectadas com T. gondii, e incubadas por 2,5 horas à temperatura ambiente. Posteriormente, 
após lavagens, a placa foi incubada com anticorpo de detecção anti-FasL humano conjugado 
com biotina durante 1 hora, à temperatura ambiente e, depois deste intervalo, 
estreptavidina/peroxidase foi adicionada à placa, que permaneceu incubada por 45 minutos à 
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Finalmente, as placas foram novamente lavadas, 
reveladas com TMB e ácido sulfúrico 0,2M por 30 minutos e a DO foi mensurada em leitor 
de microplacas a 450nm (Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories, McLean, VA, EUA).
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4.9. Detecção de proteínas intracelulares (survivina, ERK1/2 fosforilada, P38, JNK, 
caspase 3 ativa) associadas à apoptose em células THP-1 por western blotting
Células THP-1 cultivadas como descrito no item 4.3, foram coletadas e centrifugadas a 
400 x g por 5 minutos, homogeneizadas e lisadas em tampão de lise gelado RIPA [50mM de 
Tris-HCl pH 8,0; 0,1 mM de EDTA; 0,5% de Triton X100; 10% de glicerol; 1mM de 
dithiothreitol (DTT); 200mM de NaCl] adicionado de coquetel de inibidores de protease 
(Roche Diagnostic, Mannheim, Alemanha), mais 1mM de ortovanadato de sódio (Na3VO4) e 
1mM de fluoreto de sódio (NaF) (ambos Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA). Após a 
criólise, os lisados foram centrifugados a 15000 x g por 15 minutos a 4 °C e o sobrenadante 
foi usado para mensuração da concentração proteica pelo método de Bradford (BRADFORD, 
1976).
A seguir, 100 pg de proteínas totais foram submetidas à eletroforese em gel de 
poliacrilamida (12%), sob condições desnaturantes, e transferidas para membranas de PVDF 
(Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA). As membranas contendo as proteínas totais foram 
incubadas por 1 hora à temperatura ambiente, sob agitação constante em solução de bloqueio 
(25mM de TRIS; 0,15M de NaCl e 0,1% de Tween 20, pH 7,4), contendo 4% de leite em pó 
desnatado. Posteriormente, as membranas foram incubadas overnight, à temperatura ambiente 
e sob agitação, com os seguintes anticorpos primários, diluídos em tampão de blotting: 
policlonal de coelho anti-ERK1/2 humana fosforilada (R&D Systems, Minneapolis, MN, 
EUA) na concentração de 1:1000; monoclonal de camundongo anti-survivina (IAP) humana 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) na concentração de 1:500; policlonal de coelho anti- 
caspase-3 ativa humana (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) na concentração de 1:2500; 
policlonal de coelho anti-JNK humana fosforilada (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) na 
concentração de 1:500; policlonal de coelho anti-P38 humana fosforilada (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO, EUA) na concentração de 1:500; ou monoclonal de camundongo anti-P-actina
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humana (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA) na concentração de 1:1000, de 
acordo com as instruções de cada fabricante. As membranas foram lavadas em tampão de 
blotting e incubadas com os respectivos anticorpos secundários, conjugados com peroxidase 
(anti-coelho-peroxidase ou anti-camundongo-peroxidase, Jackson ImmunoResearch 
Laboratories, West Grove, PA, EUA), na concentração de 1:3000 em tampão de blotting à 2% 
de leite em pó, durante 2 horas, à temperatura ambiente e sob agitação lenta. A reação foi 
analisada por meio do equipamento ChemiDoc (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA), 
revelada com kit de quimioluminescência (ECL kit, GE Healthcare, Campinas, SP, Brasil). Os 
dados foram demonstrados como densidade relativa da razão entre as intensidades médias das 
bandas de ERK1/2, survivina, caspase 3 ativa, P38 ou JNK e P-actina.
4.10. Análise estatística
A análise estatística foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism 5.0 (Graph Pad 
Software, v. 5.0, San Diego, EUA). A comparação dos dados obtidos foi analisada por testes 
paramétricos, após a verificação, pelo teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov, que as 
variáveis exibiam distribuição normal. O teste t de Student foi utilizado para comparação dos 
dados obtidos entre células THP-1 nas diferentes condições analisadas. Os dados foram 
expressos como média ± desvio padrão (SD) e as diferenças estatísticas foram consideradas 
significantes quando P < 0,05.
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5. RESULTADOS
5.1. Fatores solúveis secretados por células trofoblásticas BeWo e, principalmente, 
infecção por T. gondii alteram os índices de morte celular em células THP-1
Para avaliar a influência de células BeWo e T. gondii na morte celular em células 
THP1, foram analisados os índices de morte celular e de apoptose em células THP-1 
estimuladas com sobrenadante de células BeWo e, posteriormente, infectadas ou não- 
infectadas com T. gondii (Fig. 1 e 2). Os dados referentes ao índice de morte mostraram que 
células THP-1 não-infectadas tiveram este índice maior quando foram estimuladas com 
sobrenadante de células BeWo, tanto o sobrenadante de células BeWo infectadas quanto não- 
infectadas, quando comparadas às células THP-1 não estimuladas (controle) (Fig. 1A e B). 
Entretanto, não foram verificadas diferenças estatísticas significantes entre o índice de morte 
de células THP-1 estimuladas com o sobrenadante de células BeWo não-infectadas e células 
THP-1 estimuladas com o sobrenadante de células BeWo infectadas (Fig. 1A e B).
No grupo de células THP-1 infectadas, foram observadas diferenças estatísticas 
significantes apenas em relação à condição em que células THP-1 foram estimuladas com o 
sobrenadante de células BeWo infectadas. Neste caso, nesta condição, o índice de morte 
celular foi menor quando comparado às células THP-1 não estimuladas (controle) e às células 
THP-1 estimuladas com sobrenadante de células BeWo não-infectadas (Fig. 1A e B).
Ao se comparar o grupo de células THP-1 não-infectadas com o grupo de células THP-1 
infectadas constatou-se que em células THP-1 infectadas o índice de morte celular foi maior 
do que em células THP-1 não-infectadas, em todas as condições analisadas (Fig. 1A e B).
Os resultados referentes ao índice de apoptose em células THP-1 demonstraram que 
células THP-1 não-infectadas, e que foram estimuladas com os diferentes sobrenadantes de 
células BeWo, apresentaram índice de apoptose maior do que células THP-1 não estimuladas
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(controle), mas entre as condições de células THP-1 estimuladas com sobrenadante de células 
BeWo não-infectadas e aquelas estimuladas com sobrenadante de células BeWo infectadas, 
não foram verificadas diferenças estatísticas significantes (Fig. 2A e B).
No grupo de células THP-1 infectadas não foram constatadas diferenças estatísticas 
significativas entre nenhuma das condições analisadas e quando comparou-se o grupo de 
células THP-1 não-infectadas com o grupo de células THP-1 infectadas, verificou-se que o 
índice de apoptose foi menor em todas as condições em que células THP-1 foram infectadas 
quando comparadas às suas respectivas condições não-infectadas (Fig. 2A e B).
5.2. Infecção por T. gondii aumenta a secreção de MIF e diminui a secreção de TGF- 
ß1 em células BeWo
Fator de inibição de migração de macrófagos (MIF) e Fator transformador de 
crescimento (TGF)-ßl foram dosados no sobrenadante de células BeWo infectadas ou não- 
infectadas com T. gondii, com o objetivo de identificar se estes componentes solúveis eram 
secretados por células BeWo e poderiam interferir nos mecanismos de morte em células THP- 
1 (Fig. 3A e B). Verificou-se que células BeWo secretaram níveis mais elevados de MIF 
quando foram infectadas por T. gondii (Fig. 3A). Ao contrário, células BeWo infectadas 
secretaram quantidades menores da citocina reguladora TGF-ß1 quando comparado a células 
BeWo não-infectadas (Fig. 3B).
5.3. MIF e TGF-ß1 secretados por células BeWo alteram os índices de morte celular 
em células THP-1
Por serem importantes citocinas presentes no sobrenadante de células BeWo, os índices 
de morte celular e de apoptose em células THP-1 foram analisados após estas células terem 
sido estimuladas com sobrenadantes de células BeWo neutralizados com anti-MIF ou anti-
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TGF-pi, para verificar a interferência destas citocinas nos mecanismos de morte em células 
THP-1 (Fig 3C -  F).
Os resultados referentes ao índice de morte celular demonstraram que células THP-1 
não-infectadas, e que foram estimuladas com sobrenadante de células BeWo, infectadas ou 
não-infectadas com T. gondii, neutralizados com anticorpo anti-MIF, apresentaram menor 
índice de morte do que células THP-1 não-infectadas e que foram estimuladas com os 
sobrenadantes de células BeWo não neutralizados com anticorpo anti-MIF (controles) (Fig. 
3C). Já no grupo de células THP-1 infectadas, não foram verificadas diferenças estatísticas 
entre células THP-1 que foram estimuladas com os sobrenadantes de células BeWo 
neutralizados com anti-MIF quando comparadas às células THP-1 que foram estimuladas com 
os sobrenadantes não neutralizados (controles) (Fig. 3C).
Quanto ao índice de apoptose, os resultados demonstraram que células THP-1 não- 
infectadas que foram estimuladas com os diferentes sobrenadantes de células BeWo, 
neutralizados com anticorpo anti-MIF, apresentaram maior expressão de fosfatidilserina 
quando comparadas às células THP-1 estimuladas com sobrenadantes de células BeWo não 
neutralizados (controles) (Fig. 3D). No grupo de células THP-1 infectadas, não foram 
observadas diferenças estatísticas significantes entre células THP-1 estimuladas com 
sobrenadantes de células BeWo neutralizados com anticorpo anti-MIF e aquelas estimuladas 
com sobrenadantes não neutralizados (controles) (Fig. 3D).
Em relação ao índice de morte celular em células THP-1 estimuladas com 
sobrenadantes de células BeWo neutralizados com anti-TGF-pi, observou-se que células 
THP-1 não-infectadas apresentaram índice de morte celular menor, ao serem estimuladas com 
estes sobrenadantes neutralizados, em relação às células que foram estimuladas com os 
sobrenadantes não neutralizados com anti- TGF-pi (controles) (Fig. 3E). De maneira oposta, 
em células THP-1 infectadas o índice de morte celular foi maior quando as células foram
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estimuladas com os sobrenadantes de células BeWo neutralizados com anti- TGF-pi 
comparado às células que foram estimuladas com os sobrenadantes não neutralizados 
(controles) (Fig. 3E).
Quanto ao índice de apoptose, constatou-se que células THP-1 não-infectadas 
expressaram mais fosfatidilserina quando foram estimuladas com os sobrenadantes de células 
BeWo neutralizados com anti-TGF-pi, em comparação às células estimuladas com os 
sobrenadantes não neutralizados (controles) (Fig. 3F). No grupo de células THP-1 infectadas, 
aquelas que foram estimuladas com sobrenadante de células BeWo não-infectadas, 
neutralizado com anti-TGF-pi expressaram mais fosfatidilserina do que seu respectivo 
controle (células THP-1 estimuladas com sobrenadante de células BeWo não-infectadas, não 
neutralizado com anti-TGF-pi) (Fig. 3F). Entretanto, células THP-1 infectadas que foram 
estimuladas com sobrenadante de células BeWo infectadas, neutralizado com anti- TGF-pi 
apresentaram menor expressão de fosfatidilserina em relação ao seu respectivo controle 
(células THP-1 infectadas e estimuladas com sobrenadante de células BeWo infectadas, não 
neutralizado com anti-TGF-pi) (Fig. 3F).
Células THP-1 infectadas ou não-infectadas e que foram estimuladas com 
sobrenadantes de células BeWo neutralizados com anticorpo irrelevante (IgG de coelho anti- 
cabra) não apresentaram diferença estatística significativa em relação ao controle (células 
THP-1 infectadas ou não-infectadas e que foram estimuladas com sobrenadantes de células 
BeWo não neutralizados) (dados não mostrados).
5.4. Fatores solúveis secretados por células BeWo e infecção por T. gondii alteram a 
expressão de Fas/CD95 em células THP-1
Com o objetivo de verificar se os índices de apoptose em células THP-1 poderiam estar 
relacionados à expressão de receptores de morte presentes nestas células, realizou-se a
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detecção do receptor de morte Fas/CD95 em células THP-1 estimuladas ou não com os 
sobrenadantes de células BeWo, seguidas ou não de infecção com T. gondii (Fig. 4). No 
grupo de células THP-1 não-infectadas, a expressão de receptor de morte (Fas/CD95) foi 
maior nas condições em que células THP-1 foram estimuladas com os sobrenadantes de 
células BeWo, tanto sobrenadante de células BeWo não-infectadas quanto sobrenadante de 
células BeWo infectadas com T. gondii, quando comparadas ao controle, correspondente às 
células THP-1 não estimuladas e não-infectadas (Fig. 4A e B). Além disso, ao se comparar a 
expressão de Fas/CD95 entre as condições de células THP-1 não-infectadas e estimuladas 
com os diferentes sobrenadantes de células BeWo, não foram verificadas diferenças 
estatísticas significantes (Fig. 4A e B).
Já no grupo de células THP-1 infectadas, observou-se que células THP-1 que foram 
estimuladas com sobrenadante de células BeWo não-infectadas apresentaram expressão de 
Fas/CD95 semelhante às células controle, correspondente às células THP-1 infectadas e não 
estimuladas e, dessa forma, não foram verificadas diferenças estatísticas significantes (Fig. 
4A e B). Ao contrário, células THP-1 que foram estimuladas com sobrenadante de células 
BeWo infectadas apresentaram expressão de Fas/CD95 significativamente maior do que 
células THP-1 infectadas e não estimuladas (controle) e células THP-1 estimuladas com o 
sobrenadante de células BeWo não-infectadas (Fig. 4A e B).
Comparando-se o grupo de células THP-1 não-infectadas com o grupo de células THP-1 
infectadas, verificou-se que em todas as condições, células THP-1 infectadas expressaram 
mais Fas/CD95 que células THP-1 não-infectadas (Fig. 4A e B).
5.5. Infecção por T. gondii aumenta a secreção de Fas ligante solúvel por células 
THP-1
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Fas ligante solúvel foi mensurado em sobrenadante de células BeWo e THP-1 para 
avaliar a influência desse mediador solúvel na indução da apoptose (expressão de 
fosfatidilserina) em células THP-1, nas diferentes condições experimentais realizadas (Fig. 5). 
Células BeWo, independente de terem sido infectadas com T. gondii, secretaram níveis 
semelhantes de FasL, e, portanto, não foram verificadas diferenças estatísticas significantes ao 
se comparar células BeWo infectadas com células BeWo não-infectadas. Já em células THP- 
1, a secreção de FasL solúvel foi maior quando estas células foram infectadas com T. gondii 
quando comparadas àquelas que não foram infectadas (Fig. 5A).
Ao analisar a secreção de FasL por células THP-1 estimuladas com os diferentes 
sobrenadantes de BeWo e, posteriormente, infectadas ou não com T. gondii, verificou-e que 
no grupo de células THP-1 não-infectadas, não houve diferença significativa entre nenhuma 
das condições avaliadas, sendo assim, células THP-1 estimuladas ou não estimuladas e, 
independente do estímulo, secretaram quantidades semelhantes de Fas ligante solúvel (Fig. 
5B).
No grupo de células THP-1 infectadas, novamente não foram verificadas diferenças 
significativas entre nenhuma das condições analisadas (Fig. 5B). Entretanto, ao se comparar a 
secreção de FasL entre as condições pertencentes ao grupo de células THP-1 não-infectadas e 
suas respectivas condições no grupo de células THP-1 infectadas, verificou-se que células 
THP-1 que foram infectadas com T. gondii secretaram mais FasL que células THP-1 não- 
infectadas (Fig. 5B).
5.6. Infecção por T. gondii diminui a expressão de ERK1/2 fosforilada em células 
THP-1
A expressão de ERK1/2 fosforilada em células THP-1 foi analisada com o objetivo de 
ver a sua relação com os mecanismos de morte associados à apoptose (Fig. 6). No grupo de
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células THP-1 não-infectadas a expressão de ERK1/2 foi semelhante nas três condições 
avaliadas, não havendo diferenças estatísticas significantes entre elas (Fig. 6A).
De maneira semelhante, no grupo de células THP-1 infectadas não foram verificadas 
diferenças estatísticas significativas entre as condições analisadas (Fig. 6A). Entretanto, 
quando comparou-se o grupo de células THP-1 não-infectadas com o grupo de células THP-1 
infectadas, observou-se que a expressão de ERK1/2 fosforilada foi menor em todas as 
condições do grupo de células THP-1 infectadas quando comparada às mesmas condições no 
grupo de células THP-1 não-infectadas (Fig. 6A).
Os resultados referentes à expressão de ERK1/2 em células THP-1 foram representados 
na Figura 6B, que mostra as bandas específicas para ERK1/2 e P-actina.
A expressão das proteínas JNK e p38 também foi avaliada neste estudo. Entretanto, no 
modelo experimental proposto neste trabalho, a expressão destas proteínas não foi detectada 
(dados não mostrados).
5.7. Infecção por T. gondii diminui a expressão de Caspase 3 ativa em células THP-1
A expressão de caspase 3 ativa em células THP-1 também foi analisada com o objetivo 
de ver a sua relação com os mecanismos de morte associados à apoptose (expressão de 
fosfatidilserina). No grupo de células THP-1 não-infectadas constatou-se que aquelas que 
foram estimuladas com sobrenadante de células BeWo infectadas, a expressão de caspase 3 
ativa foi menor quando comparadas ao controle (células THP-1 não-infectadas e não 
estimuladas) e às células que foram estimuladas com sobrenadante de células BeWo não- 
infectadas. Entre células THP-1 não estimuladas (controle) e células THP-1 estimuladas com 
sobrenadante de células BeWo não-infectadas, não foram verificadas diferenças estatísticas 
significativas (Fig. 7).
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No grupo de células THP-1 infectadas, verificou-se que, quando células THP-1 foram 
estimuladas com os diferentes sobrenadantes, a expressão de caspase 3 ativa foi menor 
quando comparada ao controle, referente às células THP-1 infectadas e não estimuladas e esta 
expressão foi ainda menor na condição em que células THP-1 foram estimuladas com o 
sobrenadante de células BeWo infectadas (Fig. 7A). Ainda, em células THP-1 infectadas e 
estimuladas com sobrenadante de células BeWo infectadas a expressão de caspase 3 ativa foi 
menor do que em células THP-1 infectadas e estimuladas com sobrenadante de células BeWo 
não-infectadas (Fig. 7A).
Ao se comparar a expressão de caspase 3 ativa entre as condições do grupo de células 
TPH-1 não-infectadas com as condições do grupo de células THP-1 infectadas, observou-se 
que, em todas as condições, células THP-1 infectadas expressaram menos caspase 3 ativa do 
que células THP-1 não-infectadas (Fig. 7A).
Os resultados referentes à expressão de caspase 3 ativa em células THP-1 foram 
representados na Figura 7B, que mostra as bandas específicas para caspase 3 ativa e P-actina.
A expressão da proteína survivina também foi avaliada neste estudo. Entretanto, no 
modelo experimental proposto neste trabalho, a expressão destas proteínas não foi detectada 
(dados não mostrados).
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6. DISCUSSÃO
A gestação corresponde a um período em que o organismo materno sofre mudanças 
físicas e imunológicas necessárias para evitar a rejeição do feto semialogênico, que por 
expressar antígenos de histocompatibilidade paterna, pode ser reconhecido como estranho 
pelo sistema imune materno (ZHAO et al., 2016). Durante este período, interações entre 
células trofoblásticas e as demais células do sistema imune materno são necessárias e 
determinantes para a manutenção da tolerância fetal e, consequentemente, para o sucesso 
gestacional (FEST et al., 2007; CASTRO et al., 2013; GUIRELLI et al., 2015). Dessa forma, 
diversas populações celulares, dentre elas os monócitos, os quais são naturalmente atraídos 
para a interface materno-fetal, estabelecem importante interação com as células trofoblásticas, 
interferindo diretamente nestes mecanismos de tolerância fetal (FEST et al., 2007; CASTRO 
et al., 2013).
Mecanismos de morte celular estão comprovadamente associados ao sucesso 
gestacional e, dentre eles, encontra-se a apoptose, que participa tanto dos processos de 
tolerância fetal quanto de formação da placenta e, portanto, o seu excesso ou redução podem 
comprometer ou, até mesmo, impedir o desenvolvimento fetal (HUPPERTZ et al., 2006; WU 
et al., 2012; PETSAS et al., 2012). Assim, estudos anteriores já demonstraram que 
complicações gestacionais como nascimento prematuro, pre-eclâmpsia e restrição de 
desenvolvimento intrauterino estão associados a anormalidades no desenvolvimento e funções 
da placenta e que estas complicações afetam um número considerável de gestações, sendo 
responsáveis por significante quantidade de morbidade e mortalidade perinatal (PARDI et al., 
1997; KIM et al., 2002; MCMASTER et al., 2004). Como as alterações na incidência de 
apoptose, durante os períodos iniciais da gestação, podem alterar a morfologia e a fisiologia 
da placenta, o controle do processo apoptótico é determinante para o sucesso gestacional 
(HEAZELL; CROCKER, 2008; CHEN et al, 2011).
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Outro importante fator capaz de comprometer ou interromper a gestação refere-se à 
presença de microorganismos na interface materno-fetal. T. gondii é um desses patógenos que 
ao se disseminar pelo organismo materno, pode atravessar a barreira placentária e ser 
transmitido verticalmente para o feto, comprometendo o seu desenvolvimento normal ou, até 
mesmo, sua sobrevivência (LANG et al., 2007; KODJIKIAN, 2010). Além disso, a infecção 
por T. gondii altera o estado de tolerância fetal, uma vez que esta condição é mantida, 
principalmente, por um perfil de resposta imune do tipo anti-inflamatória e a defesa contra T. 
gondii requer uma resposta imune do tipo pró-inflamatória (LUPPI, 2003; LOPES et al., 
2007; BARBOSA et al., 2014; KONG et al., 2015). Ainda, T. gondii é capaz de alterar o 
programa apoptótico tanto da célula hospedeira quanto das células vizinhas, colocando em 
risco o sucesso gestacional (LANG et al., 2007; DEBIERRE-GROCKIEGO et al., 2007; 
LÜDER; GROSS, 2005, ANGELONI et a l, 2013; GUIRELLI et al, 2015).
Este trabalho teve como principal objetivo avaliar como células trofoblásticas (BeWo) 
podem interagir com células monocíticas humanas (THP-1) e alterar os mecanismos de morte 
nesta população celular, como índice de apoptose e expressão de receptores de morte, bem 
como, de proteínas intracelulares associadas a possíveis vias de sinalização envolvidas nos 
processos de apoptose. Além disso, estes mecanismos de morte em células THP-1 também 
foram avaliados após a infecção por T. gondii, com o intuito de analisar como este parasito 
pode interferir e modular estes processos.
Os resultados referentes à morte celular demonstraram que células THP-1 apresentaram 
índice de morte mais elevado quando foram estimuladas com sobrenadante de células BeWo, 
independente destas células trofoblásticas terem sido infectadas com T. gondii ou não. Isto 
indica que células trofoblásticas, provavelmente, secretam fatores solúveis que induzem este 
aumento de morte em células THP-1 e que a infecção destas células trofoblásticas por T. 
gondii não interfere diretamente na capacidade modulatória que elas exercem sobre os
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monócitos. Entretanto, em células THP-1 infectadas, apenas aquelas que foram estimuladas 
com sobrenadante de células BeWo infectadas apresentaram alteração no índice de morte 
celular, e isto possivelmente está associado aos fatores que são produzidos e secretados por 
células BeWo em decorrência da infecção por T. gondii. Este resultado sugere que os 
componentes solúveis presentes em um determinado microambiente interferem diretamente 
nos fenômenos celulares que ocorrem nas células presentes neste microambiente.
Como a apoptose é um dos principais mecanismos de morte celular, importante tanto na 
manutenção da gestação (HUPPERTZ et al., 2006; WU et al., 2012; PETSAS et al., 2012) 
quanto na defesa contra patógenos intracelulares, como T. gondii (VAUX et al., 1994; 
LÜDER et al., 2001; RODRIGUES et al., 2012), neste trabalho investigamos se células 
BeWo e/ou a infecção por T. gondii poderiam interferir neste mecanismo. Para isso, avaliou- 
se a expressão de fosfatidilserina em células THP-1, uma vez que a exposição deste 
fosfolipídio no lado externo da membrana celular é uma das consequências da ativação do 
processo apoptótico, e, portanto, a exposição de fosfatidilserina é considerada um sinal 
precoce da morte celular programada (HUPPERTZ et al., 2006). Entretanto, exposição de 
fosfatidilserina pode ser reversível e a cascata apoptótica pode ser evitada ou interrompida 
prevenindo a morte celular (MARTIN et al., 1996; NAITO et al., 1997). Dessa forma, os 
dados apresentados neste trabalho referentes ao índice de apoptose foram determinados com 
base nas alterações apoptóticas precoces, decorrentes da exposição de fosfatidilserina.
Os resultados obtidos revelaram que em células THP-1 não-infectadas, o índice de 
apoptose foi maior quando elas foram estimuladas com os sobrenadantes de células BeWo, e 
que este fenômento foi independente da presença de T. gondii em células BeWo. Isto sugere 
que células BeWo secretam fatores solúveis que são capazes de induzir apoptose em células 
THP-1 e que estes fatores não estão relacionados com a presença de T. gondii nestas células. 
Assim, este pode ser um mecanismo de auto-proteção desenvolvido pelo próprio trofoblasto,
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para evadir de uma possível resposta imune desempenhada pelos monócitos, os quais 
poderiam reconhecê-lo como estranho para o organismo materno e reagirem contra ele, 
comprometendo a manutenção da gestação. Similar a esta hipótese, estudos anteriores 
demonstraram que células trofoblásticas modulam, direta ou indiretamente, o perfil 
tolerogênico necessário durante a gestação e que, dessa forma, durante uma gestação normal, 
o trofoblasto desenvolve mecanismos imunes que tornam a interface materno-fetal um 
microambiente imunologicamente privilegiado, favorecendo o seu desenvolvimento (LEVY; 
NELSON, 2000; ABRAHAMS et al, 2004; CHAOUAT et al, 2010; SALAMONE et al, 
2012). Ações desse tipo já foram comprovadas em trabalhos que demonstraram que o 
trofoblasto é capaz de induzir a morte de células imunes vizinhas que poderiam ser sensíveis 
aos aloantígenos paternos presentes nele, rejeitando-o (RAJASHEKHAR et al., 2003; 
ABRAHAMS et a l, 2004; STRASZEWSKI-CHAVEZ et al, 2005; CHAOUAT et al, 2010; 
SALAMONE et a l, 2012).
Em células THP-1 não-infectadas o índice de apoptose foi semelhante àquele observado 
quanto ao índice de morte celular, ou seja, células BeWo induziram aumento de morte celular 
e de apoptose em células THP-1, sugerindo que a apoptose seja o mecanismo de morte 
predominante nestas condições. Isto contribui para que a interface materno-fetal seja um 
microambiente imunologicamente privilegiado e menos inflamatório, umas vez que na 
apoptose, as células morrem sem que haja ruptura da membrana plasmática e extravasamento 
do conteúdo intracelular evitando o acionamento de uma resposta imune exacerbada e danosa 
às células vizinhas (STRASSER et al., 2011; HAPPO et al., 2012). Quando esta morte ocorre 
por outro mecanismo, como na necrose, ocorre a lise celular que resulta em uma resposta 
inflamatória potencialmente danosa, que poderia comprometer o sucesso gestacional 
(CURTIN et a l, 2002; SINAI et a l, 2004).
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Diferente do que foi observado no grupo de células THP-1 não-infectadas, quando 
células THP-1 foram infectadas por T. gondii, os sobrenadantes de células BeWo não 
alteraram o índice de apoptose em nenhuma das condições avaliadas, sugerindo que os fatores 
solúveis secretados por células BeWo, infectadas ou não, não interferem diretamente na 
modulação da apoptose em células THP-1, quando elas são infectadas por T. gondii, e que a 
modulação deste mecanismo, provavelmente, está associada ao parasito.
Ao se comparar o índice de apoptose entre o grupo de células THP-1 não-infectadas e o 
grupo de células THP-1 infectadas, constatou-se que em todas as condições, este índice foi 
menor em células THP-1 infectadas, sugerindo, portanto, que este é um fenômeno manipulado 
pelo parasito. Estudos anteriores já demonstraram que, como uma estratégia de sobrevivência, 
T. gondii desenvolveu habilidades que bloqueiam a apoptose da célula hospedeira, por meio 
de diversos mecanismos, facilitando sua evasão do sistema imune do hospedeiro e sua 
consequente disseminação para os demais tecidos do organismo (HIPPE et al., 2009; SONG 
et al., 2012; ANGELONI et al., 2013). Além disso, quando T. gondii bloqueia a apoptose, o 
tempo de viabilidade da célula hospedeira aumenta, e assim, o parasito garante a obtenção de 
metabólitos necessários à sua sobrevivência, mantendo-se vivo por mais tempo (DENKERS, 
2003). Como consequência disto, pode-se estabelecer a fase crônica da infecção, propiciando 
maior possibilidade de sucesso do parasitismo (HEUSSLER et al., 2001). É importante 
ressaltar que a capacidade que T. gondii possui de bloquear a apoptose, está diretamente 
associada à cepa do parasito. Sendo assim, outros trabalhos já demonstraram que cepas mais 
virulentas, como a cepa RH, possuem capacidade de inibir apoptose em células trofoblásticas, 
enquanto que cepas menos virulentas, como a ME49, não são capazes de bloquear este 
mecanismo (ANGELONI et al., 2009; GUIRELLI et al., 2015).
Interessantemente, apesar do índice de apoptose ser menor em células THP-1 infectadas 
do que células THP-1 não-infectadas, elas apresentaram maior índice de morte celular,
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sugerindo que esta morte ocorre predominantemente por meio de outros tipos de morte 
celular, como por exemplo, por necrose. Sabe-se que para se disseminar, T. gondii multiplica- 
se na célula hospedeira até que ela se rompa e ele possa invadir outras células (DUBEY, 
1998; PENG et al., 2011; ARAUJO et al., 2015). Portanto, o maior índice de morte em 
células THP-1 pode ser apenas uma consequência natural da infecção e um mecanismo de 
disseminação parasitária. Ao contrário, a apoptose é uma mecanismo de defesa que limita a 
multiplicação e a disseminação de patógenos intracelulares (RODRIGUES et al., 2012). Isto 
porque durante a apoptose, as células se modificam morfologicamente e liberam sinais que as 
tornam facilmente detectadas por células fagocíticas que irão removê-las e digerí-las, 
impedindo a sobrevivência e disseminação destes microrganismos (STRASSER et al., 2011, 
HAPPO et al., 2012; RODRIGUES et al, 2012; MARTIN et al., 2015).
Além disso, alguns estudos têm demonstrado que pode existir uma interação entre 
diferentes tipos de morte celular e, consequentemente, um mecanismo de morte pode induzir 
outro e vice-versa (FINK; COOKSON, 2005; NIKOLETOPOULON et a l, 2013). Dessa 
forma, quando as células entram em apoptose, sofrem as alterações morfológicas, formam os 
corpos apoptóticos, mas mesmo assim, não são fagocitadas pelas células fagocíticas, estes 
corpos apoptóticos entram em um processo de morte conhecido como necrose secundária 
(FINK; COOKSON, 2005). Assim, as próprias células THP-1 infectadas que expressaram 
fosfatidilserina podem ter estimulado outros mecanismos de morte, contribuindo com o 
aumento do índice de morte celular.
Os resultados aqui apresentados mostraram que MIF e TGF-pi foram citocinas 
secretadas por células BeWo infectadas ou não-infectadas por T. gondii, assim como 
demonstrado, e bem descrito, em trabalhos anteriores, que utilizaram esta mesma linhagem 
celular (ANGELONI et al, 2009; ANGELONI et a l, 2013; CASTRO et a l, 2013). Ambas 
citocinas assumem papel essencial durante a gestação, participando, por exemplo, dos
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processos de tolerância fetal (TGF-pi) (JONES et al., 2006), na defesa do organismo contra 
microrganismos intracelulares, como T. gondii (MIF) (GOMES et al., 2011) e ainda podem 
estar associadas a variações nos mecanismos de morte celular (TGF-pi e MIF) (ANGELONI 
et a l, 2009; ANGELONI et a l, 2013).
Com o objetivo de elucidar alguns componentes solúveis secretados por células BeWo e 
que poderiam estar envolvidos na modulação da morte celular em células THP-1, as citocinas 
MIF e TGF-pi foram, separadamente, neutralizadas nos sobrendantes de BeWo, e 
posteriormente, células THP-1 foram estimuladas com estes sobrenadantes e infectadas ou 
não com T. gondii. Nossos resultados mostraram que tanto MIF quanto TGF-pi secretados 
por células BeWo, influenciaram na morte celular em células THP-1.
Em células THP-1 não-infectadas, a neutralização de MIF nos sobrenadantes de células 
BeWo levou à um menor índice de morte celular, contudo, maior índice de apoptose. Estes 
dados sugerem que, neste caso, MIF secretado por células BeWo age como um fator solúvel 
indutor de morte celular, apesar de inibir a apoptose. Assim, MIF induz a morte de células 
THP-1 não-infectadas por meio de mecanismos não-apoptóticos, como por exemplo, a 
necrose. De acordo com isto, estudos realizados em células deciduais de camundongos, 
também demonstraram atividade anti-apoptótica desempenhada por MIF(COSTA et al., 
2016), bem como, em células-tronco mesenquimais de ratos (XIA et al., 2015). Entretanto, 
em células THP-1 submetidas à infecção por T. gondii, a ausência de MIF no sobrenadante de 
células BeWo, não alterou nem índice de morte celular, e nem o índice de apoptose em 
células THP-1. Isto sugere que, MIF secretado por células BeWo, não age diretamente nos 
mecanismos de morte celular, quando células THP-1 estão infectadas com T. gondii, o que 
pode ser uma consequência da própria manipulação celular execercida pelo parasito.
Quando a citocina neutralizada no sobrenadante de células BeWo foi TGF-pi, os 
resultados demonstraram, novamente, que em células THP-1 não-infectadas, a ausência desta
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citocina reduziu no índice de morte celular, mas aumento o índice de apoptose. Estes dados 
sugerem que TGF-pi, secretado por células BeWo, assume papel importante na indução de 
morte celular em células THP-1 não-infectadas, mas esta morte não ocorre por meio da 
apoptose, uma vez que, TGF-pi agiu como uma molécula anti-apoptótica, neste grupo celular. 
Trabalhos anteriores demonstraram resultados semelhantes em células trofoblásticas e, assim, 
células de linhagem BeWo apresentaram índice de apoptose reduzido ao serem tratadas com 
TGF-P1 (ANGELONI et al, 2013).
Em células THP-1 infectadas, a ausência de TGF-P1, no sobrenadante de células 
BeWo, induziu aumento do índice de morte celular, mostrando que TGF-P1, secretado por 
células BeWo, assume papel importante na indução de morte celular em células THP-1 
infectadas. Entretanto, o índice de apoptose foi maior ou menor, dependendo do tipo de 
sobrenadante analisado. Sendo assim, quando células THP-1 infectadas foram estimuladas 
com sobrenadante de células BeWo não-infectadas e neutralizado com anti-TGF-pi, o índice 
de apoptose foi maior, indicando uma atividade anti-apoptótica da citocina. Ao contrário, 
quando células THP-1 infectadas foram estimuladas com sobrenadante de células BeWo 
infectadas e neutralizado com anti-TGF-pi, o fenômeno observado foi o oposto, ou seja, a 
ausência desta citocina diminuiu o índice de apoptose em células THP-1 infectadas, indicando 
uma ação pró-apoptótica de TGF-pi. Estudos já demonstraram que TGF-pi tem a capacidade 
de induzir ou bloquear a morte celular por apoptose e esta dupla atividade está relacionada 
com a indução da expressão do receptor de morte Fas/CD95, o tipo celular analisado e o 
microambiente em que essas células se encontram (D’ANGELILLO et al., 2011; BAI et al., 
2011).
O sistema Fas/FasL representa um dos importantes fatores ativadores da via apoptótica 
(NAGATA, 1994; HIPPE et al., 2008). Por isso, tanto a expressão do receptor de morte 
(Fas/CD95) em células THP-1, quanto a secreção de seu respectivo ligante (FasL) por células
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BeWo e THP-1 foram avaliados neste estudo. Os resultados referentes à expressão de 
Fas/CD95 demonstraram que células THP-1 não-infectadas expressaram mais receptor de 
morte quando foram estimuladas com os diferentes sobrenadantes de células BeWo, 
sugerindo que células trofoblásticas, independente de estarem infectadas, secretam 
componentes que induzem a expressão de Fas/CD95 em células THP-1. Estes dados reforçam 
aqueles obtidos quanto aos índices morte celular e de apoptose, sugerindo que células BeWo 
estimulam o aumento da expressão de Fas/CD95 em células THP-1 não-infectadas e que este 
receptor ao ser ativado por seu ligante (FasL) inicia o processo apoptótico por meio da via 
extrínseca, levando à expressão de fosfatidilserina seguida das demais modificações celulares 
que resultarão na morte celular. Juntos, estes resultados sugerem que esta seja uma ação das 
células trofoblásticas na tentativa de se protegerem de uma possível resposta imune que 
poderia ser dirigida contra o feto, colocando em risco o seu desenvolvimento.
No grupo de células THP-1 infectadas, apenas células tratadas com sobrendante de 
células BeWo infectadas apresentaram maior expressão de Fas/CD95, o que provavelmente 
está relacionado aos componentes presente neste sobrenadante, uma vez que a composição do 
microambiente é determinante para a maior ou menor expressão de receptor de morte, como 
demonstrado em trabalhos anteriores (BAI et al., 2011; ANGELONI et al., 2013).
Finalizando a análise referente à expressão de Fas/CD95 em células THP-1, foi possível 
constatar que células THP-1 infectadas expressaram mais receptor de morte do que células 
THP-1 não-infectadas, em todas as condições analisadas, indicando que este aumento ocorre 
devido à infecção por T. gondii. Contudo, apesar de células THP-1 infectadas terem 
expressado mais Fas/CD95, a expressão de fosfatidilserina foi menor neste grupo quando 
comparada às células THP-1 não-infectadas. Estes resultados sugerem que este aumento na 
expressão de receptor de morte pode ser uma estratégia desenvolvida pela própria célula 
parasitada, para que assim, ela possa entrar em apoptose e eliminar o parasito, controlando a
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disseminação do mesmo. Semelhante a isto, estudos demonstraram que a apoptose pode ser 
modulada pela própria célula hospedeira, limitando a multiplicação e disseminação de 
patógenos intracelulares como Leishmania spp., Trypanosoma cruzi, Plasmodium spp. e T. 
gondii (RODRIGUES et al, 2012). Em contrapartida, mesmo que a célula hospedeira 
expresse mais Fas/CD95, o parasito ativa outros mecanismos intracelulares que impedem que 
estes sinais apoptóticos se propaguem e levem a célula a morrer por apoptose, como 
demonstrado em outros estudos (ANGELONI et al. 2013; CAI et al., 2014).
Outros trabalhos do nosso grupo apresentaram resultados diferentes em células 
trofoblásticas. Nestes trabalhos, células trofoblásticas humanas (linhagem BeWo) e células 
trofoblásticas extravilosas humanas (linhagem HTR-8/SVneo) infectadas com T. gondii 
expressaram menos Fas/CD95 e menos fosfatidilserina, sugerindo que nestas células, T. 
gondii é capaz de controlar a apoptose por meio da interferência no receptor de morte 
(ANGELONI et al., 2013; GUIRELLI et al., 2015). Dessa forma, é possível inferir que a 
ocorrência da apoptose e de mecanismos que levam a este processo de morte celular é 
dependente da população celular avaliada e das funções principais que são desempenhadas 
por estas células. Como os monócitos são células imunes envolvidas na defesa contra 
patógenos, nossos dados indicam que estas células podem expressar mais receptor de morte 
para controlar a disseminação de T. gondii, mas, por outro lado, o parasito reverte esta 
situação para se manter vivo e apto a infectar outras células. Entretanto, como as células 
trofoblásticas não são especializadas para defesa, podem ser mais vulneráveis à ação do 
parasito, que impede, inclusive, a expressão do receptor de morte nas células hospedeiras.
A secreção de FasL foi mensurada tanto no sobrenadante de células BeWo quanto THP- 
1, ambas infectadas ou não-infectadas por T. gondii. Isto porque tanto células trofoblásticas, 
quanto monócitos, armazenam este componente intracelularmente e, mediante ativação 
celular, ele pode ser liberado e se ligar ao seu receptor de morte (Fas/CD95) induzindo o
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processo de morte celular por apoptose (MAYHEW, 2001; STRASZEWSKI-CHAVEZ et al., 
2005). Dessa forma, os resultados referentes à secreção de FasL mostraram que a infecção por 
T. gondii em células THP-1 aumentou a secreção deste componente por estas células, mas não 
em células BeWo, que secretaram quantidades semelhantes de FasL, independente da 
infecção. Além disso, os sobrenadantes de células BeWo infectadas ou não-infectadas, não 
alteraram significativamente a secreção de FasL por células THP-1, sugerindo que os 
componentes solúveis secretados pelo trofoblasto não modulam as atividades dos monócitos 
por meio da secreção de FasL. Entretanto, a infecção por T. gondii exerce esta função 
moduladora nos monócitos, uma vez que células THP-1 infectadas, secretaram mais FasL do 
que células THP-1 não-infectadas, independente de terem sido estimuladas com sobrenadante 
de células BeWo.
Como a apoptose pode ser modulada pela própria célula hospedeira para conter a 
disseminação de patógenos intracelulares (RODRIGUES et al., 2012), estes resultados 
sugerem que células THP-1 infectadas secretam mais FasL para que este componente solúvel 
se ligue aos seus respectivos receptores de morte, também presentes e mais expressos nas 
células infectadas. Assim, esta ligação de FasL ao seu receptor Fas/CD95 ativa a via 
apoptótica que pode resultar na morte da célula hospedeira com consequente contenção do 
parasitismo. No entanto, apesar de expressarem mais Fas/CD95 e secretarem mais FasL, 
células THP-1 infectadas apresentaram menor índice de apoptose, sugerindo a interferência de 
T. gondii na inibição desta via apoptótica.
Por outro lado, a maior secreção de FasL por células THP-1 infectadas pode ser uma 
estratégia desenvolvida e desencadeada pelo parasito e não pela célula parasitada. Neste caso, 
T. gondii estimula maior secreção de FasL por células THP-1 com o objetivo de induzir a 
morte de células imunes vizinhas que expressam Fas/CD95 e que poderiam agir contra as 
células infectada, comprometendo a sobrevivência e disseminação de T. gondii. De acordo
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com estes dados, estudos já demonstraram que a secreção de FasL por células trofoblásticas 
induz a apoptose em células imunes vizinhas, como linfócitos T, que expressam Fas/CD95 em 
suas membranas, e, desta forma, esta secreção de FasL age como um mecanismo de evasão, 
empregado por algumas populações celulares, para escaparem do sistema imune 
(ASHKENAZI; DIXIT, 1998; RAJASHEKHAR et al, 2003; ABRAHAMS et a l, 2004; 
SHAWN et a l, 2005).
Diversos estudos têm demonstrado que a regulação da apoptose é modulada pela 
fosforilação de diferentes proteínas quinases, dentre elas, ERK, JNK e P38, que representam 
os maiores subtipos pertencentes à família das MAPK (KATO et al., 2005; CAI et al., 2006; 
SHIN et al, 2009; RODRIGUES et al, 2012, WANG et al, 2017). Dessa forma, este 
trabalho também avaliou a fosforilação destas três proteínas com o objetivo de avaliar a 
participação delas na modulação da apoptose em células THP-1. A fosforilação de JNK e P38 
não foi verificada no modelo experimental utilizado, mas várias investigações indicam que 
elas são capazes de ativar processos associados à ocorrência de apoptose (IP; DAVIS, 1998; 
KYRIAKIS, AVRUCH, 2001; CAI et a l, 2006). Quanto à expressão de ERK1/2 fosforilada, 
os resultados mostraram que células BeWo, em todas as condições analisadas, não foram 
capazes de modular a fosforilação desta proteína em células THP-1. Entretanto, células 
infectadas com T. gondii apresentaram menor expressão de ERK1/2 fosforilada do que células 
THP-1 não-infectadas, independente da condição avaliada, indicando que a presença do 
parasito modula negativamente a fosforilação desta proteína.
Estudos realizados em células trofoblásticas (linhagem BeWo), demonstraram 
resultados diferentes, em que T. gondii induziu maior fosforilação de ERK1/2 do que células 
não-infectadas e isto esteve associado ao menor índice de apoptose em células infectadas, 
sugerindo uma atividade anti-apoptótica de ERK1/2 (ANGELONI et al., 2013). Outro 
trabalho envolvendo células tumorais de colo uterino humano (SW620) também
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demonstraram uma ação anti-apoptótica de ERK1/2, uma vez que o tratamento destas células 
com o inibidor de ERK1/2 induziu aumento de caspase 3 e caspase 9, duas caspases 
ativadoras da apoptose (CHEN et al., 2016). De acordo com estes estudos, poderíamos sugerir 
que a diminuição da expressão de ERK1/2 em células THP-1 infectadas com T. gondii é um 
mecanismo ativado pela própria célula na tentativa de induzir a apoptose e controlar o 
parasitismo. Entretanto, no nosso modelo experimental, ERK1/2 fosforilada não parece agir 
como uma molécula anti-apoptótica, ou então, T. gondii reverte este mecanismo, uma vez que 
a fosfatidilserina também foi menos expressa nas condições de infecção.
Estudos realizados em neutrófilos humanos monstraram que a inibição de ERK1/2 
diminuiu a apoptose em casos de infecção com Entamoeba histolytica (SIM et al., 2005) e em 
linhagens celulares de fibroblasto humano e murino, a apoptose induzida por estresse 
oxidativo também esteve associada à ativação de ERK1/2, sendo que a inibição desta proteína 
culminou na redução da apoptose (LEE et al., 2003; SHIN et al., 2009), sugerindo uma 
atividade pró-apoptótica desta proteína. No nosso trabalho, células THP-1 infectadas 
expressaram menos ERK1/2 fosforilada, o que coincidiu com os resultados referentes à 
expressão de fosfatidilserina. Sendo assim, no modelo experimental proposto neste estudo, 
sugere-se que a proteína ERK1/2 fosforilada exerce atividade pró-apoptótica, e que T. gondii 
inibe sua fosforilação como uma estratégia de defesa para se manter vivo dentro da célula e 
apto a se disseminar pelos demais tecidos do organismo.
Outras duas proteínas intracelulares associadas aos mecanismos de apoptose também 
foram avaliadas neste trabalho: survivina (proteína pertencente à família das IAPs) e caspase 
3 (caspase efetora da apoptose). Estudos anteriores demonstraram que survivina é expressa 
em células trofoblásticas e que a infecção por T. gondii não altera sua expressão (ANGELONI 
et al., 2013). Por outro lado, em fibroblastos humanos, a inibição da apoptose esteve 
relacionada à maior expressão das IAPs (BLADER et al., 2001; MOLESTINA et al., 2003).
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De acordo com nossos resultados, a expressão de survivina não foi verificada em nenhumas 
das condições analisadas, sendo assim, sugere-se que esta proteína não está associada aos 
mecanismos apoptóticos em células THP-1.
Quanto à expressão de caspase 3 ativa, os dados obtidos neste trabalho mostraram que 
células BeWo, principalmente aquelas que foram infectadas, induziram menor expressão de 
caspase 3 ativa em células THP-1, sugerindo que os fatores solúveis secretados pelas células 
trofoblásticas modulam a expressão desta proteína em monócitos. Além disso, em células 
THP-1 infectadas com T. gondii, independente de terem sido estimuladas com os diferentes 
sobrenadantes de células BeWo, a expressão de caspase 3 ativa foi menor quando comparada 
às células não-infectadas, indicando que a infecção por T. gondii bloqueia a ação de caspase 
3. Como esta molécula representa uma das principais caspases executoras da morte celular 
por apoptose (THORNBERRY; LAZEBNIK, 1998) , sugere-se fortemente que T. gondii 
bloqueia sua ação como uma forma de impedir a morte da célula hospedeira e, 
consequentemente, garantir a sua sobrevivência no interior desta célula.
Comprovando esta hipótese, alguns estudos demonstraram que T. gondii induz o 
bloqueio da apoptose por meio da inibição da ativação de caspase 3. Assim, Goebel e 
colaboradores (2001) mostraram que o índice de apoptose foi menor em células HL-60 (célula 
de leucemia promielocítica humana) e U937 (células de linfoma histiocítico humano) 
infectadas com T. gondii do que em células não-infectadas e isto esteve associado à menor 
ativação caspase 3 nas células infectadas; bem como Payne e colaboradores (2003), que 
obtiveram resultados semelhantes em fibroblastos murinos. Baseado nestas evidências, ao se 
comparar os resultados de expressão de caspase 3 ativa em células THP-1 com aqueles 
referentes ao índice de apoptose, verifica-se que ambos foram menos expressos nas condições 
em que células THP-1 foram infectadas com T. gondii, sugerindo que o parasito bloqueia a
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apoptose em células THP-1 por meio da interferência na cascata de sinalização dependente de 
caspase 3.
Interessantemente, estudos realizados em fibroblastos humanos indicaram uma 
associação entre a expressão de ERK1/2 fosforilada, ativação de capase 3 e índice de 
apoptose. Dessa forma, Shin e colaboradores (2009) demonstraram que as células morreram 
por apoptose após a ativação de caspase 3, que ocorreu mediante ativação de ERK1/2. Nossos 
resultados também mostram esta associação, uma vez que células THP-1 infectadas 
apresentaram menor índice de apoptose, menos ERK1/2 e menos caspase 3 ativa, sugerindo 
que em células THP-1, este mecanismo apresentado por Shin e colaboradores também ocorra. 
Assim, T. gondii inibe a ativação de ERK1/2, que consequentemente inibirá a ativação de 
caspase 3, bloqueando a apoptose.
Juntos, os resultados apresentados neste trabalho reforçam a importância de se estudar 
as interações que ocorrem entre as populações celulares presentes na interface materno-fetal, 
já que os fatores solúveis secretados por elas podem alterar a composição deste 
microambiente e interferir nas atividades funcionais de células imunes que se encontram neste 
sítio (NAGAMATSU, 2010). Além disso, nossos resultados mostraram que células 
trofoblásticas e, principalmente, T. gondii são capazes de modular os mecanismos de morte 
celular em células THP-1, sugerindo que fenômenos similares possam ocorre in vivo e, dessa 
forma, estas interações entre estas células e entre parasito-hospedeiro podem interferir e até 
mesmo, comprometer, o sucesso gestacional.
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7. CONCLUSÕES
Com base nos nossos resultados podemos concluir que:
- Fatores solúveis, secretados por células trofoblásticas BeWo, induzem morte celular e 
apoptose em células THP-1 não-infectadas com T. gondii;
- Células THP-1 infectadas com T. gondii apresentam maior índice de morte celular e 
menor índice de apoptose do que células THP-1 não-infectadas, provavelmente, como uma 
forma de disseminação e evasão do sistema imune, desenvolvida pelo parasito;
- MIF e TGF-P1, secretados por células BeWo, induzem morte celular e inibem 
apoptose em células THP-1 não-infectadas com T. gondii;
- TGF-pi, secretado por células BeWo, inibe apoptose em células THP-1 infectadas 
com T. gondii;
- TGF-pi, secretado por células BeWo não-infectadas, inibe apoptose em células THP-1 
infectadas com T. gondii, enquanto que, TGF-pi, secretado por células BeWo infectadas, 
induz apoptose em células THP-1 infectadas com T. gondii;
- Fatores solúveis, secretados por células BeWo, induzem maior expressão de Fas/CD95 
em células THP-1 não-infectadas;
- Infecção por T. gondii induz maior expressão de Fas/CD95 em células THP-1;
- Infecção por T. gondii induz secreção de FasL por células THP-1;
- Infecção por T. gondii diminui a ativação de ERK1/2 em células THP-1;
- Fatores solúveis, secretados por células BeWo, modulam a ativação de caspase 3 em 
células THP-1;
- Infecção por T. gondii diminui a expressão de caspase 3 ativa em células THP-1.
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8. FIGURAS
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Figura 1: Influência de células trofoblásticas BeWo e T. gondii no índice de morte 
celular (%) em células THP-1. Células THP-1 foram estimuladas com sobrenadantes 
(SBN) de células BeWo, infectadas ou não-infectadas com T. gondii, por 24 horas e, 
posteriormente, células THP-1 foram infectadas ou não-infectadas com T. gondii. Como 
controles, células THP-1 não-infectadas ou infectadas com T.gondii, foram tratadas 
apenas com meio de cultura. A reação foi realizada utilizando-se o kit Anexin V e 
analisadas por citomentria de fluxo. As células duplamente marcadas (anexina e iodeto 
de propídeo) representaram a população de células mortas. (A) Análise quantitativa (%) 
do índice de morte celular em células THP-1. Os dados foram expressos como média ± 
desvio padrão de três experimentos independentes, realizados em triplicata, e as 
diferenças estatatísticas foram consideradas significativas quando P < 0,05. (*) 
Diferenças estatísticas entre células THP-1 infectadas ou não-infectadas com T. gondii 
após estímulo com os diferentes sobrenadantes de células BeWo e os respectivos 
controles; (•) Diferenças estatísticas entre células THP-1 estimuladas com sobrenadante 
de células BeWo não-infectadas e aquelas estimuladas com sobrenadante de células 
BeWo infectadas, seguidas ou não de infecção por T. gondii; ( ° ) Diferenças estatísticas 
entre células THP-1 infectadas e células THP-1 não infectadas. (B) Gráficos 
representativos em dot spots obtidos da análise por citometria de fluxo, sendo Q2-1 as 
células duplo-marcadas (valor médio representado dentro dos parênteses).
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Figura 2: Influência de células trofoblásticas e T. gondii no índice de apoptose (%) em 
células THP-1. Células THP-1 foram estimuladas com sobrenadantes de células BeWo, 
infectadas ou não-infectadas com T. gondii, por 24 horas e, posteriormente, células 
THP-1 foram infectadas ou não-infectadas com T. gondii. Como controles, células 
THP-1 não-infectadas ou infectadas com T.gondii, foram tratadas apenas com meio de 
cultura. A reação foi realizada utilizando-se o kit FITC/Anexina V e analisadas por 
citomentria de fluxo. As células marcadas apenas com anexina determinaram o índice 
de apoptose, pois representam a população de células que expressaram fosfatidilserina 
em suas membranas (A) Análise quantitativa (%) do índice de apoptose em células 
THP-1. Os dados foram expressos como média ± desvio padrão de três experimentos 
independentes, realizados em triplicata, e as diferenças estatatísticas foram consideradas 
significativas quando P < 0,05. (*) Diferenças estatísticas entre células THP-1 
infectadas ou não-infectadas com T. gondii após estímulo com os diferentes 
sobrenadantes de células BeWo e os respectivos controles; ( ° ) Diferenças estatísticas 
entre células THP-1 infectadas e células THP-1 não infectadas. (B) Gráficos 
representativos em dot spots obtidos da análise por citometria de fluxo, sendo Q4-1 as 
células marcadas com anexina (valor médio representado dentro dos parênteses).
lo
de
to
 d
e 
Pr
op
id
eo
Figura 2
A
100
THP-1 nâo-infectada THP-1 infectada
B
THP-1 THP-1 + SBN de BeWo nâo-infectada
Q_ Q l-l
Q3-1 |
■ rv r, ■. _
65.0%
10 1D 10
FITC FITC-A
Cl
5I"a-
Q l-l iè Ê Ê --
Q3-1
78.3%
10 10 10 
FITC FITC-A
THP-1 + RH THP-1 + SBN de BeWo nâo-infectada + RH
<
LU
Cl Q i- i y:
7 ; £ | | p |
50.9%
10 10 10 
FITC FITC-A
LU
CL Q l- l
■ ■
$
Q 3-ÎT ': ^
51.9%
10 10 
FITC FITC-A
Anexina
Contrôle
SBN de BeWo nâo-infectada 
SBN de BeWo infectada
THP-1 + SBN de BeWo infectada
TTa —
'i ü im f T'iTfiin] ' i i i iiiii| ' i 111 ilii|— r 
102 103 10* 10s 
FITC FITC-A
THP-1 + SBN de BeWo infectada + RH
FITC FITC-A
---------------------- ►
76
Figura 3: Secreção de MIF e TGF-ß1 por células BeWo e influência destes 
componentes nos índices de morte celular em células THP-1. (A e B) Células BeWo 
foram plaqueadas e, após 24 horas, foram infectadas com T. gondii ou apenas acrescidas 
de meio completo (controle). A secreção de MIF e TGF-ß1 foi dosada por ELISA. (A) 
Secreção de MIF e (B) TGF-ß1 por células BeWo infectadas e não-infectadas com T. 
gondii. Os dados foram expressos como média ± desvio padrão de três experimentos 
independentes realizados em triplicata e as diferenças estatatísticas foram consideradas 
significativas quando P < 0,05. (*) Diferenças estatísticas entre células BeWo infectadas 
e células BeWo não-infectadas. (C -  F) Células THP-1 foram estimuladas com 
sobrenadantes de células BeWo, infectadas ou não-infectadas com T. gondii, 
neutralizados com anti-MIF ou anti-TGF-ß1, por 24horas, e, posteriormente, células 
THP-1 foram infectadas ou não-infectadas com T. gondii. Como controles, células 
THP-1 não-infectadas ou infectadas com T.gondii, foram estimuladas com 
sobrenadantes não neutralizados de células BeWo infectadas ou não-infectadas com T. 
gondii. (C) Índice de morte celular e (D) Índice de apoptose em células THP-1 
estimuladas com sobrenadante de células BeWo neutralizado com anti-MIF; (E) Índice 
de morte celular e (F) Índice de apoptose em células THP-1 estimuladas com 
sobrenadante de células BeWo neutralizado com anti-TGF-ß1. Os dados foram 
expressos como média ± desvio padrão de três experimentos independentes, realizados 
em duplicata, e as diferenças estatatísticas foram consideradas significativas quando P < 
0,05. (*) Diferenças estatísticas entre células THP-1 estimuladas com os sobrenadantes 
neutralizados e células THP-1 estimuladas com os sobrenadantes não neutralizados
(controle).
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Figura 4: Influência de células trofoblásticas e T. gondii na expressão de receptor de 
morte Fas/CD95 em células THP-1. Células THP-1 foram estimuladas com 
sobrenadantes de células BeWo, infectadas ou não-infectadas com T. gondii, por 24 
horas e, posteriormente, células THP-1 foram infectadas ou não-infectadas com T. 
gondii. Como controles, células THP-1 não-infectadas ou infectadas com T.gondii, 
foram tratadas apenas com meio de cultura. Células THP-1 foram marcadas com anti- 
CD95/FITC ou incubadas com IgG irrelevante/FITC e analisadas por citometria de 
fluxo. (A) Análise quantitativa (%) da expressão de Fas/CD95 em células THP-1. Os 
dados foram expressos como média ± desvio padrão de três experimentos independentes 
realizados em triplicata e as diferenças estatatísticas foram consideradas significativas 
quando P < 0,05. (*) Diferenças estatísticas entre células THP-1 infectadas ou não- 
infectadas com T. gondii após estímulo com os diferentes sobrenadantes de células 
BeWo e os respectivos controles; (•) Diferenças estatísticas entre células THP-1 
estimuladas com sobrenadante de células BeWo não-infectadas e àquelas estimuladas 
com sobrenadante de células BeWo infectadas, seguidas ou não de infecção por T. 
gondii; ( ° ) Diferenças estatísticas entre células THP-1 infectadas e células THP-1 não 
infectadas. (B) Histogramas representativos, obtidos da análise por citometria de fluxo, 
com porcentagem representando o valor médio da expressão de Fas/CD95 em cada 
condição analisada. A linha preta representa o valor médio da expressão de Fas/CD95
dos controles infectados ou nã-infectados.
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Figura 5: Secreção de FasL por células BeWo e THP-1 e influência de células BeWo 
na secreção de FasL por células THP-1. Células BeWo e THP-1 foram plaqueadas 
separadamente, e, após 24 horas, foram infectadas com T. gondii ou apenas acrescidas 
de meio completo (controle). A secreção de FasL foi dosada por ELISA. (A) Secreção 
de FasL por células BeWo e por células THP-1 infectadas e não-infectadas com T. 
gondii. Os dados foram expressos como média ± desvio padrão de três experimentos 
independentes, realizados em triplicata, e as diferenças estatatísticas foram consideradas 
significativas quando P < 0.05. (*) Diferenças estatísticas entre células BeWo ou THP-1 
infectadas em relação aos respectivos controles (células BeWo ou THP-1 não- 
infectadas). (B) Células THP-1 foram estimuladas com sobrenadantes de células BeWo, 
infectadas ou não-infectadas com T. gondii, por 24 horas e, posteriormente, células 
THP-1 foram infectadas ou não-infectadas com T. gondii. Como controles, células 
THP-1 não-infectadas ou infectadas com T.gondii, foram tratadas apenas com meio de 
cultura. A secreção de FasL foi determinada por ELISA e os dados foram expressos 
como média ± desvio padrão de três experimentos independentes, realizados em 
triplicata, e as diferenças estatatísticas foram consideradas significativas quando P < 
0,05. ( ° ) Diferenças estatísticas entre células THP-1 infectadas e células THP-1 não
infectadas.
Figura 5
A
BeWo THP-1
Controle 
T. gondii
B
Controle
I I SBN de BeWo não-infectada 
I I SBN de BeWo infectada
THP-1 não -in fectada TH P -1 infectada
79
Figura 6: Influência de células trofoblásticas e T. gondii na expressão de ERK1/2 
fosforilada por células THP-1. Células THP-1 foram estimuladas com sobrenadantes de 
células BeWo, infectadas ou não-infectadas com T. gondii por 24 horas e, 
posteriormente, células THP-1 foram infectadas ou não-infectadas com T. gondii. Como 
controles, células THP-1 não-infectadas ou infectadas com T.gondii, foram tratadas 
apenas com meio de cultura. Após 24horas, células THP-1 foram lisadas e as proteínas 
totais foram mensuradas por Bradford e 100pg destas proteínas foram submetidas à 
técnica de Western blotting para detecção de ERK1/2 fosforilada e P-actina. (A) Análise 
por densitometria mostrando a densidade relativa de pERK1/2 obtida pela razão entre as 
bandas de pERK1/2 e P-actina em células THP-1. Os dados foram expressos como 
média ± desvio padrão de três experimentos independentes realizados em triplicata e as 
diferenças estatatísticas foram consideradas significativas quando P < 0.05. ( ° ) 
Diferenças estatísticas entre células THP-1 infectadas e células THP-1 não infectadas. 
(B) Figura representativa de células THP-1, nas diferentes condições analisadas, 
mostrando as bandas específicas para pERK1/2 e P-actina.
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Figura 7: Influência de células trofoblásticas e T. gondii na expressão de capase 3 ativa 
por células THP-1. Células THP-1 foram estimuladas com sobrenadantes de células 
BeWo, infectadas ou não-infectadas com T. gondii por 24horas e, posteriormente, 
células THP-1 foram infectadas ou não-infectadas com T. gondii. Como controles, 
células THP-1 não-infectadas ou infectadas com T.gondii, foram tratadas apenas com 
meio de cultura. Após 24horas, células THP-1 foram lisadas e as proteínas totais foram 
mensuradas por Bradford e 100pg destas proteínas foram submetidas à técnica de 
Western blotting para detecção de caspase 3 ativa e P-actina. (A) Análise por 
densitometria mostrando a densidade relativa de caspase 3 ativa, obtida pela razão entre 
as bandas de caspase 3 ativa e P-actina em células THP-1. Os dados foram expressos 
como média ± desvio padrão de três experimentos independentes, realizados em 
triplicata, e as diferenças estatatísticas foram consideradas significativas quando P < 
0,05. (*) Diferenças estatísticas entre células THP-1 infectadas ou não-infectadas com 
T. gondii após estímulo com os diferentes sobrenadantes de células BeWo e os 
respectivos controles; (•) Diferenças estatísticas entre células THP-1 estimuladas com 
sobrenadante de células BeWo não-infectadas e àquelas estimuladas com sobrenadante 
de células BeWo infectadas, seguidas ou não de infecção por T. gondii; ( ° ) Diferenças 
estatísticas entre células THP-1 infectadas e células THP-1 não infectadas. (B) Figura 
representativa de células THP-1, nas diferentes condições analisadas, mostrando as 
bandas específicas para caspase 3 ativa e P-actina.
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